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1. Einleitung
1.1 Die Entdeckung der Synapsen, ein historischer Überblick
Im Altertum wurden Nerven als Gänge angesehen, die eine vom Gehirn sezernierte
Flüssigkeit in die Peripherie weiterleiten. Die zelluläre Struktur des Nervensystems wurde erst
im Zuge der sich entwickelnden Zellenlehre (Schleiden, 1842; Schwann, 1839) erkannt. Golgi
(1885) ermöglichte durch seine Färbemethode eine detaillierte Beschreibung von Neuronen
und deren Kontaktstellen („Synapsen“, Sherrington um 1900). Dies führte schließlich zur
Neuronentheorie, wonach Neurone die fundamentale Übertragungseinheit im Nervensystem
sind. Heute ist klar, daß über 10
15 Synapsen die etwa 10
12 Nervenzellen des menschlichen
Gehirns verschalten. Erst vor etwa fünfzig Jahren wurde deutlich, daß der synaptischen Über-
tragung zwei unterschiedliche Mechanismen, ein elektrischer und ein chemischer, zugrunde
liegen. Mit der Entwicklung molekularbiologischer und biochemischer Methoden im Laufe
der letzten Jahrzehnte konnten erstmals einzelne Bestandteile von Synapsen identifiziert und
charakterisiert werden. So konnte 1981/82 der Glyzin-Rezeptor (GlyR) von Pfeiffer et al.
(1982) als erster Neurotransmitter-Rezeptor des zentralen Nervensystems (ZNS) aufgereinigt
werden.
1.2 Die synaptische Signalübertragung
1.2.1 Die elektrischen Synapsen
Die Poren von Gap Junctions, sog. Connexone, verbinden an elektrischen Synapsen das
Zytoplasma zweier Nervenzellen und ermöglichen so einen bidirektionalen Ionenstrom und
den Austausch von Signalmolekülen. Bei Weiterleitung eines Aktionspotentials permeieren
Ionen von der prä- in die postsynaptische Zelle und führen dort fast verzögerungsfrei zu einer
Depolarisation, auch unterschwellige Signale werden weitergeleitet. Dies entspricht der pas-
siven Leitung von lokalen unterschwelligen Signalen des Axons und wird daher als elektroto-
nische Übertragung bezeichnet (Furshpan und Potter, 1957, 1959). So können elektrisch ge-
koppelte Motoneurone schnell und synchron Signale übertragen.
1.2.2 Die chemischen Synapsen
Die häufigste Form der Signalübertragung im Nervensystem ist die chemische. Ein prä-
synaptisches Aktionspotential führt dabei zur Freisetzung eines Botenstoffes, des
Neurotransmitters, aus Vesikeln der Präsynapse. Dieser diffundiert durch den synaptischen
Spalt und bindet an Rezeptoren der postsynaptischen Membran. Für die schnelle Übertragung
sind ligandengesteuerte Ionenkanäle, sog. ionotrope Neurotransmitter-Rezeptoren, verant-Einleitung 2
wortlich. Sie depolarisieren oder hyperpolarisieren die Zelle je nach Ionenselektivität und
lösen so ein exzitatorisches oder inhibitorisches Potential aus. An der postsynaptischen
Membran liegen diese Rezeptoren aggregiert, als „Cluster“, vor. Metabotrope Neurotrans-
mitter-Rezeptoren wirken dagegen langsamer und indirekt über intrazelluläre Signalkaskaden
auf Ionenkanäle ein und haben meist eine modulierende Funktion. Die Signalübertragung an
chemischen Synapsen ist unidirektional, die synaptische Zeitverzögerung erheblich; es kön-
nen vielfältige Regulationsprozesse stattfinden.
Anfänglich angelegte synaptische Kontakte können ortsgerecht und stabil sein, in man-
chen Regionen des Nervensystems werden sie aber zeitlebens in starkem Maße umarrangiert
oder eliminiert. Die Effizienz einer Synapse hängt von der präzisen topographischen Gegen-
überstellung und funktionellen Abstimmung der prä- und postsynaptischen Membrankompo-
nenten ab. Die Ausbildung von bis zu 10
5 Synapsen erfordert daher hochpräzise Kommuni-
kation zwischen innervierender und nachgeschalteter Zelle. Hierzu sind fein abgestimmte Re-
gulationsmechanismen bei der Ausbildung und Stabilisierung der postsynaptischen Membran-
spezialisierungen nötig. Dies ist eine der Grundlagen für ein hohes Maß an Plastizität inner-
halb eines neuronalen Netzwerks.
Im Folgenden werden die wichtigsten Forschungsarbeiten über die Organisation von
postsynaptischen Membranen und die Aggregation von Neurotransmitter-Rezeptoren und de-
ren funktioneller Relevanz zusammengefasst:
1.3 Die postsynaptische Membran der neuromuskuläre Endplatte
Die meisten Untersuchungen über postsynaptische Membranspezialisierungen wurden
an der neuromuskuläre Endplatte (NMJ) des Skelettmuskels durchgeführt. Sie ist damit ein
wichtiges Modellsystem für alle postsynaptischen Membranen. Auf weniger als 0,1 % der
Plasmamembran sind ca. 95 % der membranständigen Acetylcholinrezeptoren (AChR) kon-
zentriert (Fertuck und Salpeter, 1974). Zu dieser Konzentrierung kommt es erst im Laufe der
Innervierung von Muskelfasern durch Motoneurone (Apel und Merlie, 1995). Sobald der
Wachstumskegel eines Motoneurons auf einen neu formierten Myotubus trifft, beginnt die
synaptische Übertragung. Im Laufe einer Woche bildet sich dann eine Synapse aus. Deren
stereotype Lage wird wahrscheinlich durch die koordinierte Wachstumsbewegung von Mus-
kel und Nerv bestimmt (Bennett und Pettigrew, 1976).
Ein Schlüsselereignis bei der Formierung der postsynaptischen Membranspezialisierung
ist die Umverteilung bzw. Konzentrierung von AChR, das sog. Clustering. Die Anreicherung
der von den Myotuben exprimierten AChR-Untereinheiten an der Synapse wird vom Moto-
neuron über drei Signale gesteuert:
Zum einen führt die Sekretion von Neuregulinen aus dem Motoneuron nach deren In-
teraktion mit den Rezeptoren Erb2/3/4 zu einer Signalkaskade über Ras/MAP-Kinasen bzw.Einleitung 3
über Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PIP3-Kinasen) zu einer Induktion der AChR-Ge-
nexpression in synapsennahen Kernen der multinukleären Myotuben (Falls et al., 1993; Jo et
al., 1995; Sanes, 1997; Simon et al., 1992; Altiok et al., 1995; Lemke, 1996; Si et al., 1996;
Tansay et al., 1996).
Das zweite Signal ist Acetylcholin (ACh). Dieses aktiviert den AChR und generiert da-
mit einen spannungs- und kalziumabhängiges Signal, das zur Inhibition von AChR-Ge-
nexpression in synapsenfernen Kernen führt: Eine Denervierung der Muskelfasern oder eine
pharmakologische Blockade der AChR führt zu einer Erhöhung der AChR-Genexpression in
synapsenfernen Kernen (Berg und Hall, 1975, Merlie et al., 1984).
Schließlich wird die Akkumulation von membranständigem AChR durch neuronal
exprimiertes Agrin initiiert (McMahan, 1990; Burgess et al., 1999). Dieses Heparansulfat-
Proteoglykan wird von Motoneuronen in die Basallamina des synaptischen Spalts sezerniert
(Reis et al., 1992) und spielt eine Schlüsselrolle bei der Organisation der postsynaptischen
Spezialisierung (McMahan, 1990). So zeigen Agrin-defiziente Mäuse eine erhebliche Reduk-
tion von AChR-Aggregaten an postsynaptischen Membranen (Gautam et al., 1996), Agrin
alleine kann die Aggregation von AChR in kultivierten Myotuben auslösen (Campanelli et al.,
1991; Tsim et al., 1992). Hierfür sind die globulären Domänen in der C-terminalen Region
von Agrin essentiell (Cornish et al., 1999).
Als Agrin-Rezeptor auf der postsynaptischen Membran gilt eine muskelspezifische Re-
zeptor-Tyrosinkinase (MuSK). So weisen MuSK-defiziente Mäuse erhebliche Defekte der
postsynaptischen Spezialisierung, ähnlich den Agrin-defizienten, auf (DeChiara et al., 1996).
Ausserdem konnte gezeigt werden, daß Agrin die Phosphorylierung von MuSK und der b-
Untereinheit des AchR in Myotuben induzieren kann (Glass et al., 1996; Wallace et al., 1991;
Fuhrer und Hall, 1996; Apel et al., 1997). Allerdings konnte bislang noch keine direkte Inter-
aktion zwischen Agrin und MuSK nachgewiesen werden. Daher geht man von weiteren, noch
unbekannten signaltransduzierenden Faktoren aus (Colledge und Froehner, 1998).
Die Phosphorylierung von MuSK ist essentiell für die Aggregation des AChR (Watty et
al., 2000; Herbst und Burden, 2000), bei der die extrazelluläre Region von MuSK eine wich-
tige Rolle spielt (Apel et al., 1997). Das intrazelluläre Substrat von MuSK ist eine Src-Kinase
(Fuhrer und Hall, 1996; Glass et al., 1997; Fuhrer et al., 1997), die an den AChR bindet und
diesen phosphoryliert. Dies ist offensichtlich weniger für die Verankerung des Rezeptors an
der Synapse, als für die Stabilisierung der Rezeptoraggregate notwendig (Mayer et al., 1998;
Mohamad und Swope, 1999; Mohamed et al., 2001; Smith et al., 2001).
Bei der Agrin-vermittelten Aggregation des AChR sind noch weitere Faktoren beteiligt.
Dazu gehören Laminin oder a7b1Integrin, ebenso wie die Neuramidase, Cdc42, die Agrin-
abhängige Aktivierung der kleinen G-Proteine Rac (Westen et al., 2000) und erhöhte Kalzi-
umkonzentrationen (Parkhomovsky et al., 2000 a/b; Grow et al., 1999; Grow et al., 2000;
Burkin et al., 1998; Burkin et al., 2000). Allerdings kann unabhängig von Agrin und MuSKEinleitung 4
ein Mechanismus postuliert werden, bei dem Laminin und a-Dystroglycan die Aggregation
von AChR vermitteln (Montanaro et al., 1998; Sugiyama et al., 1997).
Ein weiteres an der Agrin-vermittelten AChR-Aggregation beteiligtes Protein ist
Rapsyn. Es ist ein peripheres Membranprotein, das direkt an die große intrazelluläre Domäne
der b-Untereinheit des AChR bindet und den Rezeptor an der postsynaptischen Membran sta-
bilisiert (Burden et al., 1983; Maimone und Engk, 1999; Wang, et al., 1999). Hierfür stellt die
Zink-Finger-Domäne von Rapsyn eine wichtige Bindungsregion dar (Bezakova und Bloch,
1998). In nicht-muskulären Zellen wurde gezeigt, daß Rapsyn die laterale Umverteilung von
AChR in Mikroaggregate an der Zelloberfläche induziert (Froehner et al., 1990; Phillips et al.,
1991). Die mutmaßliche Funktion von Rapsyn als Ankerprotein steht im Einklang mit den
Erkenntnissen aus Rapsyn-defizienten Mäusen. Bei diesen finden sich keine AChR-Aggregate
mehr an der neuromuskulären Endplatte; auch andere Komponenten der postsynaptischen
Membranspezialisierung, wie Utrophin, Dystroglycan und Erb-Kinasen, sind nicht mehr ak-
kumuliert (Gautam et al., 1995). Allerdings sind bei diesen Mäusen weiterhin MuSK und ver-
schiedene präsynaptische Komponenten synaptisch lokalisiert. Unterstützt wird diese Beo-
bachtung durch Studien von Gautam et al. (1999), die zeigten, daß Rapsyn nachgeschaltet von
MuSK bei der AChR-Aggregation agiert. Rapsyn ist offensichtlich verantwortlich für die
Verankerung des AChR über den Dystroglycan-Proteinkomplex mit dem Aktin-Zytoskelett
(Fuhrer et al., 1999; Glass und Yancopoulos, 1997).
Abb.  1 Schematische Darstellung des Proteinkomplexes an der neuromuskulären Endplatte.
Dargestellt sind die wichtigsten Komponenten der postsynaptischen Membran an der Neuromuskulären
Endplatte. Sezerniertes Agrin und Neureguline induzieren über die Aktivierung eines unbekannten Agrin-
Rezeptors und MuSK bzw. Erb4-Rezeptoren die Aggregation des AChR. U.a. über den Dystroglycan-
Komplex mit Utrophin wird der Cluster am Zytoskelett verankert. Aus Gründen der Übersicht wurde auf
weitere Details verzichtet.Einleitung 5
Neuere Arbeiten zeigen allerdings, daß Myotuben ohne Innervation von Motoneuronen
und ohne Expression von neuralem Agrin in frühen embryonalen Stadien immer noch in der
Lage sind kleinere AChR-Aggregate zu bilden. Auch eine synapsennahe Expression von
AChR-mRNA konnte beobachtet werden. MuSK- und Rapsyn defiziente Muskeln konnten
aber diese AChR-Cluster nicht mehr ausbilden (Lin et al., 2001; Yang et al., 2001). Offen-
sichtlich ist die Bildung dieser kleinen Aggregate zwar von Agrin unabhängig, MuSK und
Rapsyn werden aber benötigt.
Bei der Aggregation des AChR entsteht also zunächst über eine Interaktion mit der Ba-
sallamina eine Matrix aus MuSK und anderen postsynaptischen Faktoren, die anschliessend
Rapsyn bindet, welches dann die bereits in der Membran vorliegenden AChR rekrutiert und
am Zytoskelett verankert (Apel et al., 1997). Das Clustering wird an dieser Synapse also
durch Rapsyn vermittelt.
1.4 Exzitatorische postsynaptische Membranspezialisierungen
Glutamat ist der wichtigste erregende Transmitter im ZNS. Dessen Rezeporen (GluRs)
werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt, die ionotropen (iGluR) und die metabotropen
(mGluR) Glutamatrezeptoren. Charakteristisch für erstere sind vier Membrandomänen und
ein langer extrazellulärer N-Terminus, der für die Ligandenbindung verantwortlich ist (Wo
und Oswald, 1995). Aufgrund pharmakologischer Eigenschaften werden iGluRs in drei Klas-
sen unterteilt, die NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat) mit seinen NR1 und NR2-Un-
tereinheiten, die AMPA-Rezeptoren ( a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-isoxazolpropionica-
cid) mit den Untereinheiten GluR1-4 und die Kainat-Rezeptoren (Hollmann und Heinemann,
1995). Die Übertragung an exzitatorischen Synapsen wird primär von NMDA- und AMPA-
Rezeptoren bewerkstelligt, die meist gemeinsam in einer gemischten postsynaptischen Dichte
(PSD) vorliegen.
Bei der Entstehung dieser Synapsen spielt neuronale Aktivität eine große Rolle (Craig
et al., 1998). Auch extrazelluläre Faktoren konnten identifiziert werden. Diese sind u.a. neu-
ronal activity-regulated pentraxin, (Narp) und Neuroligine. Narp autoaggregiert und ist in der
Lage, AMPA-Rezeptoren zu clustern (O’Brien et al., 1999). Möglicherweise wird Narp
sekretiert, um die AMPA-Rezeptordichte zu erhöhen (Craig und Boudin, 2001). Neuroligine
sind nach Sekretion in der Lage, eine präsynaptische Differenzierung vorgeschalteter Neurone
zu induzieren (Scheiffele et al., 2000). Ob diese Faktoren die Synaptogenese exzitatorischer
Synapsen einleiten, ist indes noch nicht geklärt. Über den Verlauf der Genese glutamaterger
Synapsen liegen nur in vitro Daten vor. Demnach erscheinen die ersten NMDAR-Cluster in
hippocampalen Kulturen erstmals nach zwei bis fünf Tagen in vitro und sind extrasynaptisch.
Im Laufe von zwölf Tagen bilden sich die direkt am Dentriten lokalisierten Schaftsynapsen
und erst nach drei Wochen Synapsen auf dornartigen Protuberantien des Dentriten (Dornen-Einleitung 6
synapsen). AMPA-Rezeptoren liegen zunächst diffus in der Plasmamembran verteilt vor,
Clustering, wie an reifen Synapsen in vivo, beginnt hier an Dornen schon nach neun bis zwölf
Tagen. Typische gemischte Cluster bilden sich also erst nach etwa drei Wochen in vitro. Dies
deutet auf unterschiedliche Mechanismen beim Transport und Clustering von AMPA- und
NMDA-Rezeptoren hin (Rao, et al., 1998; Yakumi, et al., 1999; Lee und Sheng, 2000).
Die gereifte Postsynapse ist auf dem Dorn lokalisiert. Nahe der Membran befindet sich
eine proteindichte Region, die postsynaptische Dichte (PSD). Diese wird aus den
Neurotransmitter-Rezeptoren mit den Molekülen des Clusters sowie schwächer assoziierten
Proteinen gebildet. An dieser Synapse sind die AMPA-Rezeptoren an der schnellen Übertra-
gung beteiligt. Erst bei wiederholter Stimulation und in Anwesenheit von Glutamat und Gly-
zin werden vermehrt die spannungs- und ligandengesteuerten NMDA-Rezeptoren aktiviert,
die damit eine späte Phase zum exzitatorischen postsynaptischen Potential (EPSC) beisteuern.
Bei einer vorausgehenden Depolarisation wird dabei ein Mg
2+-Molekül, welches den Kanal
des NMDA-Rezeptors im Ruhezustand blockiert, durch elektrostatische Abstoßung aus dem
Kanal entfernt, der dann permeabel für Ca
2+, Na
+ und K
+ ist. Durch das einströmende Ca
2+
werden verschiedene Second-messenger-Kaskaden aktiviert, die in Prozesse der synaptischen
Plastizität, wie Langzeitdepression (LTD) oder Langzeitpotenzierung (LTP) involviert sind.
Diese wiederum sind in übergeordnete Prozesse wie Lernen und Gedächnis einbezogen und
bedingen auch eine Reorganisation der PSD. Organisation und Rearrangierung  der PSD sind
also aktivitätsabhängig.
Proteomische Analysen konnten zeigen, daß die PSD sehr viele Faktoren enthält (Husi
et al., 2000; Wakionis, et al., 2000). Eine zentrale Rolle bei Synaptogenese und der Bildung
des Clustergerüsts wie auch bei Signaltransduktionsprozessen und Reorganisation spielen da-
bei Proteine, die eine (PDZ) Domäne (PSD-95/SAP-90, Disc-large, ZO-1) aufweisen (Ken-
nedy, 1997; Hsueh und Sheng, 1998; Garner et al., 2000). Das namensgebende Protein PSD-
95 ist eine membranassoziierte Guanylatkinase (MAGUK). Es umfaßt wie alle Proteine die-
ser Familie mehrere PDZ-Domänen und ferner zwei weitere Protein-Protein Interaktionsdo-
mänen: eine Src-Homologie-3 (SH3) und eine Guanylatkinase- (GK) Domäne (Cho et al.,
1992; Kistner et al., 1993 Stefan). Diese Domänen spielen eine wichtige Rolle bei dem Erhalt
der strukturellen Integrität des Clusters, der Synaptogenese, bei Signaltransduktion und der
Reorganisation der PSD.
Mitglieder der MAGUK-Familie sind strukturelle Bestandteile des Clusters: PDZ-Pro-
teine wie PSD-95, SAP-97 und Chapsyn110/PSD-93 binden an eine konservierte Domäne im
distalen Ende der NR2-Untereinheit des NMDA-Rezeptors (Leonard et al., 1998; Kornau et
al. 1995; Kim et al., 1996; Niethammer et al., 1996; Cabral et al., 1996; Doyle et al., 1996).
Der Verlust dieser Funktion führt zu einer verringerten Stabilität der NMDA-Rezeptoren an
der Synapse. Die Bindung von PSD-95 über GKAP (Guanylate kinase-associated protein;
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den Shank-Komplex (Naisbitt et al., 1999), und die Verbindung der NR1-Untereinheit des
Rezeptors mit F-Actin über Actinin (Allison et al., 1999) verknüpfen den NMDA-Rezeptor
stabil an der Synapse (Tomia et al., 2001). Über Shank werden auch mGluRs an der Synapse
immobilisiert (Naisbitt et al., 1999; Übersicht in Sheng und Pak, 2000). Zudem könnte PSD-
95 NMDA-Rezeporen indirekt, über das Mikrotubuli-assoziierte Protein CRIPT, an das
Zytoskelett binden (siehe auch Abb. 2). Die Fähigkeit von PSD-95 zur Autoaggregation wird
als wichtig für das Clustering der NMDA-Rezeptoren an der Membran angesehen (Shin et al.,
2000). Allerdings haben Mausmutanten mit Deletionen in der NR2-Untereinheit, die zum
Verlust der Bindungsfähigkeit an PSD-95 führen, und PSD-95 defiziente Mäuse keine signi-
fikanten oder nur schwache Beeinträchtigungen der NMDA-Rezeptor-Aggregation zur Folge
(Sprengel et al., 1998; Mori et al., 1998; Migaud et al., 1998). Die Gerüstfunktionen dieser
Proteine können offenbar von anderen Faktoren übernommen werden.
Auch für eine Rolle von PSD-95 bei der Synaptogenese gibt es Hinweise. So wird PSD-
95 in hippocampalen Neuronen zeitlich vor den NMDA-Rezeptoren an der Synapse angerei-
chert (Rao et al., 1998) und ist in der Lage, in nicht-neuronalen Zellen das Clustern von
heterooligomeren NMDA-Rezeptoren in Mikroaggregaten zu induzieren (Kim et al., 1998;
Hsueh et al., 1997). Eine Überexpression von PSD-95 in hippocampalen Neuronen führt zur
schnelleren Reifung exzitatorischer Synapsen (Husseini et al., 2000).
PSD-95 könnte sogar an der korrekten Apposition von Post- und Präsynapse involviert
sein, indem es an postsynaptische Neureguline bindet, die wiederum an präsynaptische Neu-
rexine binden (Ire et al., 1997; Scheiffele et al., 2000). Allerdings kann bei PSD-95 defizien-
ten Mäusen keine abnormale synaptische Entwicklung beobachtet werden. Offensichtlich
kann dessen Funktion von anderen Faktoren kompensiert werden.
Eine weitere Rolle kommt PSD-95 bei Prozessen der Signaltransduktion zu. So konnte
gezeigt werden, daß PSD-95 über die Bindung an die Stickoxid-Synthase (NOS; Brenman et
al., 1996; Jaffrey et al., 1998) die Aktivierung des Calmodulin-abhängigen Enzyms nach
Ca
2+-Einstrom durch den NMDA-Rezeptor verstärkt (Sattler et al., 1999). Auf diese Weise ist
PSD-95 in die Signaltransduktion involviert, die durch den Einstrom von Ca
2+ nach Aktivie-
rung des Rezeptors zu LTD bzw LTP führen. Diese Signalkaskaden schließen darüber hinaus
Ras-GTPasen (Chen et al., 1998; Kim et al., 1998) ebenso ein wie die Ca
++-Calmodulin-ab-
hängige Kinase II (Miller und Kennedy, 1985). Unterstützt wird diese Sichtweise durch die
Analyse von PSD-95-defizienten Mäusen, die verstärkte LTP und keine LTD mehr aufweisen
(Migaud et al., 1998). Die detaillierten Zusammenhänge sind allerdings noch nicht geklärt.
Über das PDZ-Domänen haltige Membranprotein Stargazin ist PSD-95 direkt mit
AMPA-Rezeptoren der gleichen Synapse verbunden. Bei der Induktion von LTP werden
diese exozytiert, wodurch die AMPA-Rezeptordichte in der Membran ansteigt. Bei Induktion
von LTD dagegen werden sie endozytiert und können daraufhin abgebaut oder reinseriert
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synaptischen Ca
2+-Konzentration abhängig. Synapsen, die nur noch NMDA- und keine
AMPA-Rezeptoren mehr enthalten, sind ohne Aktivität, ‚stille Synapsen’. Bei Induktion von
LTP können dort wieder AMPA-Rezeptoren durch Exozytose eingebaut werden. Die Halb-
wertszeiten dieser beiden Rezeptorklassen an der Synapse unterscheiden sich wesentlich: Im
Gegensatz zu NMDA-Rezeptoren sind AMPA-Rezeptoren eine hochdynamische Kompo-
nente der PSD (Isaac et al., 1995; Liao et al., 1995; Durand et al., 1996; Malenka und Nicoll,
1999; Lüscher et al., 1999; Beattie et al., 2000; Ehlers, 2000; Lin et al., 2000; Malinow et al.,
2000). Dies bedingt eine Reorganisation der komplexen postsynaptischen Dichte (Caroll et
al., 2001). Auch hieran sind Proteine beteiligt, die PDZ-Domänen beinhalten.
Abb.  2: Schematische Darstellung des Proteinkomplexes um den NMDA-Rezeptor.
Dargestellt ist der Proteinkomplex an der exzitatorischen Synapse mit NMDA-, AMPA- und
mGlu-Rezeptor. Der NMDAR wird über PSD-95 und GKAP an den Shank-Proteinkomplex ver-
ankert. Zudem kann der NMDAR auch über a-Aktinin an Aktinfilamente des Zytoskeletts ver-
bunden werden. Über PSD-95 interagiert er mit Proteinen der Signaltransduktion (z.B. nNOS).
Der AMPAR bindet über CRIPT direkt an Mikrotubuli. Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGluR)
als Rezeptoren mit überwiegend modulativer Funktion, sind über Shank an die PSD gekoppelt.
Auf weitere Details wurde aus Übersichtsgründen verzichtet.
Die meisten AMPA-Rezeptoren besitzen mindestens eine GluR1- und eine GluR2-Un-
tereinheit. Der Rezeptor ist mit seiner GluR1-Untereinheit über SAP-97, einer MAGUK, in
der PSD verhaftet, mit seiner GluR2-Untereinheit über die Multi-PDZ-Proteine GRIP/ABP
und PICK1 (Leonard et al., 1998; Dong et al., 1997; Srivastava et al., 1998; Xia et al., 1999).
Diese Faktoren spielen eine wichtige Rolle bei Endo- und Exozytose des Rezeptors und damit
bei der Entstehung von LTD und LTP. Die Mechanismen unterscheiden sich in den unter-
suchten Zelltypen. Zur Endozytose bei LTD ist in jedem Falle eine Phosphorylierung des Re-
zeptors und eine Erhöhung der synaptischen Ca
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anderem über den NMDA-Rezeptor. Auch hierbei spielen PDZ-Proteine eine entscheidende
Rolle (Hayashi et al., 2000; Beattie et al., 2000; Ehlers et al., 2000). Zur Exozytose bei In-
duktion von LTP ist eine Erhöhung der Ca
2+-Konzentration durch Aktivierung des NMDA-
Rezeptors oder des AMPA-Rezeptors notwendig. Wichtige signaltransduzierende Faktoren
sind hier die Calzium-Calmodulin-Kinase II (CaMKII), die Proteinkinase C (PKC) und SAP-
97 (Daw et al., 2200; Shi et al., 1999; Hayashi et al., 2000).
In der postsynaptischen Dichte von exzitatorischen  Synapsen finden sich sehr viele
Proteine deren Domänen, z.B. PDZ, GK oder SH3-Domänen, sowohl an der Stabilisierung
der Rezeptoren, als auch an Synaptogenese und Signaltransduktion in vielfachen Prozessen
beteiligt sind. Von zentraler Bedeutung sind diese Domänen bei der Reorganisation der PSD
im Verlauf der Induktion von LTD und LTP. Damit sind sie direkt in übergeordnete cerebrale
Prozesse wie Lernen und Gedächnis involviert.
1.5 Inhibitorische postsynaptische Membranspezialisierungen
Die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter im ZNS sind  g-Amino-Buttersäure
(GABA) und Glyzin. GABAerge Synapsen finden sich im gesamten ZNS, glyzinerge jedoch
vor allem im Hirnstamm und Rückenmark (Malosio et al., 1991). Glyzin- (GlyR) und
GABAA-Rezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkanäle und sind aus einem gemeinsamen
Vorläufer mit dem AChR entstanden (Betz et al., 1990). Sie haben vier Transmembrandomä-
nen (TM) und eine große intrazelluläre Schlaufe zwischen TM drei und vier (Grenningloh et
al., 1987).
Der Glyzinrezeptor ist ein Cl
--Ionenkanal, der sich aus zwei homologen Untereinheiten,
der a-Untereinheit (48 kDa) und der b-Untereinheit (58 kDa), im Verhältnis 3:2 zu einem
pentameren Komplex zusammensetzt (Pfeiffer et al., 1982; Langosch et al., 1988). Vier ver-
schiedene a-Untereinheiten (a1-4) und eine b-Untereinheit sind bekannt (Grenningloh et al.,
1987, 1990; Kuhse et al., 1990; Matzenbach et al., 1994), deren Diversität durch alteratives
Spleißen erhöht wird (Malosio et al., 1991a; Kuhse et al., 1991). Im Laufe der Ontogenese
verändert sich die Zusammensetzung des GlyR. Dabei wird die pränatal exprimierte a2-Un-
tereinheit postnatal je nach Hirnregion durch  a1 bzw. a3 ersetzt. Die GlyRb-Untereinheit
wird dagegen ab frühen embryonalen Stadien exprimiert und ist im Gegensatz zu den ver-
schiedenen a-Untereinheiten im gesamten ZNS verbreitet (Malosio et al., 1991b). Es wird
eine Komplexierung mit anderen Rezeptoren vermutet (Kuhse et al., 1995). Ähnlich wie bei
exzitatorischen Synapsen sind die Rezeptoren auch hier an der postsynaptischen Membran
aggregiert. Dies hat offensichtlich einen Einfluß auf die Affinität des Rezeptors (Taleb und
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Die a- und b-Untereinheiten weisen auch funktionelle Unterschiede auf. Während die
a-Untereinheit die Bindungsstelle für den Liganden trägt (Schmieden et al., 1989), kommen
der b-Untereinheit strukturelle Funktionen zu, welche die Kanaleigenschaften (Pribilla et al.,
1992), die Assemblierung (Kuhse et al., 1993) und die Verankerung am subsynaptischen
Zytoskelett (Meyer et al., 1995) betreffen.
Bei der Aufreinigung des GlyR am immobilisierten Antagonisten Strychnin wurde
Gephyrin, ein peripheres Membranprotein von 93 kDa, mit aufgereinigt (Pfeiffer et al., 1982;
Schmitt et al., 1987). Biochemische und immunhistochemische Untersuchungen zeigten des-
sen Lokalisierung in der postynaptischen Membran der glyzinergen Synapse (Schmitt et al.,
1987; Triller et al., 1985; Triller et al., 1987). Die Untersuchung des Genes von Gephyrin
führte zur Entdeckung von bislang 31 Exons, die in hohem Maße alternativem Spleißen un-
terliegen (Prior et al., 1991; Heck et al., 1997; Meyer et al., 2000; Ramming et al., 2000).
Wahrscheinlich sind bislang noch nicht alle Exons dieses Gens entdeckt.
Anhand biochemischer Bindungs- und heterologer Expressionsstudien konnte die GlyR
b-Untereinheit als Bindungspartner der im ZNS hochexprimierten Gephyrin-Spleißvariante
P1 identifiziert werden (Kirsch et al., 1995; Mayer et al., 1995). Dabei bewirkt die Koexpres-
sion von Gephyrin P1 in humanen embryonalen Nierenzellen eine Umverteilung von
heterooligomeren GlyRs, die spezifisch in großen intrazellulären gephyrinreichen Aggregaten
akkumulieren, ähnlich wie dies bei der Koexpression von PSD-95 und NMDA-Rezeptor beo-
bachtet werden kann. Ebenso konnte gezeigt werden, daß ein chimärer NMDA-Rezeptor, der
die Kernregion des Gephyrin-Bindemotives enthält, ebenfalls mit Gephyrin P1 koakkumuliert
(Kins et al., 1999). Auch in vitro translatiertes Gephyrin zeigt sich in der Lage, an die GlyR-
Bindunsstelle zu binden (Meier et al., 2000). Bindungsstudien konnten die Bindungstelle auf
einen Bereich von 49 Aminosäuren innerhalb der großen intrazellulären Schlaufe zwischen
den TM 3 und TM4 der b-Untereinheit des GlyR eingrenzen (Mayer et al., 1995). Für die
Bindung sind hydrophobe Aminosäurereste verantwortlich (Kneussel et al., 1999). Durch
immobilisiertes Strychnin wird mit dem GlyR und Gephyrin auch Tubulin aufgereinigt
(Kirsch et al., 1991). Biochemische Untersuchungen zeigten, daß Gephyrin positiv kooperativ
mit hoher Affinität an polymerisiertes Tubulin bindet (Kirsch et al., 1991). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, daß Gephyrin über die Bindung an die b-Untereinheit und an Mikrotubuli
den GlyR mit dem Zytoskelett verankert.
Wichtige Erkenntnisse über die Synaptogenese glyzinerger Verschaltungen lieferten
Untersuchungen von Primärkulturen aus dem Rückenmark embryonaler Ratten. Nach etwa
sieben Tagen in Kultur werden glyzinerge Synapsen ausgebildet. Sowohl Gephyrin als auch
GlyR werden dabei an postsynaptischen Spezialisierungen akkumuliert (Nicola et al., 1992;
Kirsch et al.,1993). Die synaptische Aggregation von Gephyrin geht der von GlyR zeitlich
voraus (Kirsch et al., 1993; Bechade et al., 1996). Möglicherweise bildet Gephyrin eine Bin-
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leküle in der Zelle durch Zugabe von spezifischen antisense-Oligonukleotiden hatte eine Re-
duktion der Anzahl von GlyR-Aggregaten zur Folge (Kirsch et al., 1993). Offensichtlich ist
Gephyrin für die Ausbildung glyzinerger postsynaptischer Membranspezialisierungen erfor-
derlich. Behandlung dieser Kulturen mit Demecolzin oder Cytochalasin D zur Auflösung des
Aktin- bzw Microtubuli-Zytoskeletts hatte drastische Veränderungen in der Anzahl und Mor-
phologie postsynaptischer Gephyrin-GlyR Culster zur Folge. Mikrotubuli und Aktinfilamente
sind somit für die Aggregation des GlyR von wesentlicher Bedeutung (Kirsch und Betz
1995). Durch die Zugabe von Strychnin ebenso wie durch die Zugabe von spezifischen Blo-
ckern von L-Typ Ca
2+-Kanälen kann die synaptische Aggregation von GlyR inhibiert werden
(Kirsch und Betz, 1998; Lévi et al., 1998). Die Akkumulation von GlyR an der Postsynapse
ist also aktivitätsabhängig. In Kulturen spinaler Neurone von Gephyrin-defizienten Mausmut-
anten konnte zwar GlyR in der Membran nachgewiesen werden; dieser aggregiert aber nicht
an der Synapse, sondern liegt in sog. Mikroclustern in der Membran vor (Feng et al., 1998).
Diese Ergebnisse legen nahe, daß Gephyrin eine Schlüsselrolle in der Ontogenese
glyzinerger Synapsen zukommt, indem es aktivitätsabhängig die Aggregation des GlyR und
dessen Verankerung am Zytoskelett vermittelt (Kirsch und Kröger, 1996).
Über die weitere Zusammensetzung der postsynaptischen Dichte glyzinerger Synapsen
sind in den letzten Jahren einige Arbeiten veröffentlicht worden. In diesem Zusammenhang
sind vor allem Faktoren und Domänen interessant, die ähnlich wie bei exzitatorischen
Synapsen Bindungen und Signaltransduktion vermitteln. So konnten zusätzliche Proteine als
Bindungspartner für Gephyrin identifiziert werden: Raft1 (rapamycin and FKB12 target pro-
tein) ist in Prozesse involviert, welche die Translation von mRNA kontrollieren (Sabatini et
al., 1999). Da GlyRa1-mRNA an der Synapse lokalisiert ist, kann spekuliert werden, ob eine
lokale Translation dieser Untereinheit unter Beteiligung  der Bindung von Raft1 an Gephyrin
reguliert wird. Durch Affinitätsaufreinigung konnte die Bindung eines weiteren Proteins an
Gephyrin, Profilin, nachgewiesen werden (Mammoto et al.,1998). Profilin kann an Phospha-
tidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PIP3) binden und stimuliert die Umsetzung von G-Aktin in
filamentöses Aktin (Finkel et al. 1994). Zudem nimmt man an, daß Profilin bei Endozytose
und Vesikelrecycling beteiligt ist. Ob Profilin bei der Aggregation des GlyR über die Organi-
sation des Aktin-Zytoskeletts bzw. in Prozesse des Gephyrin oder GlyR-‚Turnovers’ invol-
viert ist, läßt sich derzeit nur spekulieren.
Durch einen Zwei-Hybrid-Screen konnte ein weiteres Gephyrin-Bindeprotein gefunden
werden: Collybistin I und II (Kins et al., 2000) Collybistin ist ein GDP/GTP-Exchange Factor
(GEF), der kleine G-Proteine der Rho-Familie aktiviert. Das Protein beinhaltet eine charakte-
ristische dbl-Homologie (DH) - und eine Pleckstrin-Homologie (PH) –Domäne. Die Spleißva-
riante Collybistin II weist zusätzlich eine Src-Homologie 3 (SH3)- Domäne auf (Kins et al.,
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Schlüsselfaktor bei der Organisation des Aktinzytoskelettes ist (Reid et al., 1999). Das hirn-
spezifische Collybistin wird nur in postmitotischen Neuronen exprimiert  (Kneussel et al.,
2001) und rekrutiert Gephyrin zu submembranen Mikroaggregaten nach heterologer Expres-
sion in HEK-Zellen (Kins et al., 2000). Über eine mögliche Rekrutierung von Cdc42 über
Gephyrin und Collybistin an die Synpase könnten wichtige Regulationsprozesse gesteuert
werden. Diese mögen die Organisation des Aktinzytoskeletts ebenso einschließen wie eine
Regulation der Gentranskription nach Aktivierung des Rezeptors.
Möglicherweise bildet Gephyrin aktivitätsabhängig Aggregationskerne in der postsy-
naptischen Membran aus, an denen GlyRs aggregieren und somit einen Cluster bilden. Über
die Bindung von Collybistin könnte eine Aktivierung von Cdc42 eingeleitet werden, die dann
eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts zur Folge hat. Hierbei könnte Profilin einen Bei-
trag leisten. Über diesen Signaltransduktionsweg könnte der Rezeptorcluster schließlich durch
direkte oder indirekte Bindung von Aktin an Gephyrin mit dem Aktin-Zytoskelett vernetzt
werden.
Abb.  3: Schematische Darstellung des Clusters an der glyzinergen inhibitorischen Synapse.
Dargestellt ist der Proteinkomplex um den GlyR, der über Gephyrin an Mikrotubuli verknüpft ist. Auch an Ak-
tinfilamente bindet Gephyrin, möglicherweise über ein Adaptorprotein. Über die Bindung Gephyrins an Raft1
könnte die Proteinbiosynthese beeinflußt werden. Die Bindung an Profilin könnte die Organisation des Aktin-
Zytoskeletts beeinflussen. Collybistin beeinflußt über Cdc42 möglicherweise ebenfalls das Zytoskelett. Auf
weitere Details ist aus Gründen der Übersichtlichkeit verzichtet worden.
Die Expression Gephyrins ist nicht auf das ZNS beschränkt. Offensichtlich wird Gephy-
rin ubiquitär exprimiert. Einige Regionen des Gephyrin-Genes weisen Homologien zu ande-
ren Proteinen auf. Sequenzhomologien zu bekannten Bindungsdomänen wie z.B. PDZ oder
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schwache Homologie zur Mikrotubuli-Bindungsstelle von Tau und Map2 (Microtubuli asso-
ciated protein) konnte in Exon 14 gefunden werden (Ramming et al., 2000). Der N- und der
C-terminale Abschnitt Gephyrins sind homolog zu Proteinen von E.coli (MogA, MoeA), Dro-
sophila (Cinnamon) und Arabidopsis (Cnx1), die in die Synthese des Molybdän-Kofaktors
(MoCo) involviert sind. MoCo ist die prosthetische Gruppe der meisten Molybdo-Enzyme,
welche von mindestens sechs Genprodukten synthetisiert wird (für eine Übersicht siehe Reiss,
2000). MogA, ebenso wie Gephyrin ist dabei offensichtlich für die Insertion des Molybdates
in das Pterin-Gerüst verantwortlich (Stallmeyer, et al., 1999; Hasona et al., 1989). Humane
MoCo-Defizienz ist eine seltene angeborene Krankheit, die durch den Verlust der Aktivität
der Sulfit- Xanthin und Aldehyd-Oxidase gekennzeichnet ist, aber auch neurologische Ab-
normalitäten wie Wachstumsverzögerung des Hirnes und Anfälle mit sich zieht. Da keine
Therapie verfügbar ist, sterben die Patienten meist neonatal (Rajagopalan und Johnson, 1992).
Der N-terminale Teil Gephyrins ist in der Lage in MogA-defizienten Arabidopsis die MogA-
Funktion zu komplementieren (Stallmayer et al., 1999). Gephyrin-defiziente Mäuse zeigen
keine Aktivität der Molybdo-Enzyme mehr (Feng et al., 98).
Bei Gephyrins zeigt sich also eine ungewöhnliche Dualität der Funktionen. Zum einen
als synaptisches Protein mit zentraler Bedeutung und zum anderen als Faktor, der in einen
biochemischen Syntheseweg involviert ist.
Eine synaptische Funtion erfüllt Gephyrin aber auch in dem neben dem GlyR wichtigs-
ten zentralnervösen inhibitorischen System: es befindet sich an postsynaptischen Membranen
GABAA-erger Synapsen.
GABA-Rezeptoren werden aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften in die
Klassen A, B und C eingeteilt (Borman, J., 2000). GABAA-Rezeptoren wiederum können sie-
ben Familien mit zahlreichen Untereinheiten (a1-6, b1-3, g1-3, sowie die d, e, q und p) zuge-
ordnet werden (Rabow et al., 1996; Davis et al., 1997; Hedblom & Kirkness, 1997; Bonnert,
T., 1999). Sie zeigen weitgefächerte räumliche und zeitliche Verbreitung im ZNS. Viele Neu-
rone exprimieren verschiedene GABAA-Rezeptoren auf der Zelloberfläche (Laurie et al.,
1992; Fritschy & Mohler 1995). Wahrscheinlich bestehen die meisten Rezeptoren aus
2a:2b:1g. Die Funktionen der anderen Untereinheiten sind noch nicht bekannt, sie sind relativ
selten exprimiert. Die Bedeutung dieser Diversität ist unbekannt, möglicherweise spielen
funktionelle Unterschiede eine Rolle (Moss et al., 2001).
Gephyrin und GABAA-Rezeptoren kolokalisieren in verschiedenen Hirnregionen wie
Rückenmark, Retina oder Bulbus olfactorius (Cabot et al., 1995; Sassoe-Pogneto et al., 1995;
Sassoe und Fritschy, 2000). Dabei interagiert Gephyrin mit  a2,b2/3,g2 Rezeptorsubtypen.
Mäuse, die keine g2-Untereinheit haben, zeigen eine Reduktion der GABAA-Cluster. Aller-
dings kann diese die g3-Untereinheit in einigen Fällen kompensieren. Eine Blockade der
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der Verlust der g2-Untereinheit. So zeigen hippocampale Kulturen von Gephyrin
-/--Mäusen
weniger als 3 % GABAA-Rezeptoren des a2/g2- Subtyps (Essrich et al., 1998; Kneussel et al.,
1999). Interessanterweise sind in organotypischen Kulturen der Retina von Gephyrin-defi-
zienten Mäusen GABAA-Rezeptor Cluster nur um etwa 50 % reduziert (Fischer et al., 2000).
Dies deutet auf Gephyrin-unabhängige Mechanismen der Aggregation für bestimmte Subty-
pen hin. Zudem konnte gezeigt werden, daß die Auflösung von Mikrofilamenten und Mikro-
tubuli keinen Einfluß auf die Aggregation von GABAA-Rezeptoren hat (Kirsch & Betz 1995;
Allison et al., 2000). Glyzinerge und GABAerge Synapsen sind also unterschiedlich aufge-
baut (s.u.). Bislang konnte keine Bindung von Gepyhrin an GABAA-Rezeptoren gezeigt wer-
den. Möglicherweise bindet Gephyrin über ein Adaptorprotein an den Rezeptor. Bei einem
Zwei-Hybrid-Screen mit der g2-Untereinheit konnte GABARAP (GABA-Rezeptor Associa-
ted Protein) gefunden werden. GABARAP ist mit Vesikeln des Endosoms assoziiert und
spielt eine Rolle bei der konstitutiven Internalisierung und Exozytose von GABAA-Rezepto-
ren (Moss und Smart, 2001). Dieses Protein ist ebenfalls in der Lage, an Gephyrin zu binden.
Allerdings unterscheidet sich seine subzelluläre Verteilung von der Gephyrins; als Verbin-
dungsprotein im postsynaptischen Rezeptorkomplex kommt somit GABARAP nicht in Frage
(Sagiv et al., 2000; Legesse-Miller et al., 2000; Kneussel et al., 2000).
Zusammenfassend zeigen diese Befunde, dass Gephyrin also auch für die synaptische
Aggregation von Subtypen des GABAA-Rezeptors wichtig ist, welche die sehr häufige g2-
Untereinheit tragen. Wie Gephyrin diese Funktion an der GABAAergen Synapse vermittelt;
obwohl es nicht nachweisbar mit GABAA-R Untereinheiten interagiert, ist noch unbekannt.
Gephyrin ist also ein Protein mit mehreren Funktionen, das essentielle Aufgaben an
glyzinergen und GABAAergen Synapsen sowie bei der Synthese des Molybdän-Kofaktors hat.
Kenntnisse über die Regionen und Domänen Gephyrins, die die Bindung der oben beschrie-
benen Proteine und die enzymatischen Funktionen Gepyrins vermitteln, sind für das
Verständniss der Bildung inhibitorischer postsynaptischer Membranspezialisierungen uner-
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1.6 Zielsetzung
Ionotrope Neurotransmitter-Rezeptoren liegen an der postsynaptischen Membran der
Synapse als Aggregate vor. Diese sind für die synaptische Funktion unerläßlich. Beim Rear-
rangieren oder Eliminieren von Synapsen werden diese Aggregate neu formiert bzw. aufge-
löst. Entstehung und Dynamik von Rezeptoraggregaten an postsynaptischen Membranen sind
für Prozesse der synaptischen Plastizität wie LTD oder LTP und somit auch für cerebrale Pro-
zesse wie Lernen und Gedächnis von großer Bedeutung.
Für die Aggregation der wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitterrezeptoren, der
Glyzin- und der meisten Subtypen der GABAA- Rezeptoren, ist das 93  kDa-Protein Gephyrin
nötig. Dieses bindet offenbar indirekt an GABAA-Rezeptoren, jedoch direkt an GlyR. Die
Funktion von Gephyrin ist für die Genese und Aufrechterhaltung dieser postsynaptischen
Membranspezialisierungen unerlässlich. Gephyrin zeigt eine signifikante Homologie zu den
Mikrotubuli-Bindungsdomänen von Tau und Map2. Des weiteren hat Gephyrin homologe
Regionen zu Proteinen, die in die Synthese des Molybdän-Kofaktors involviert sind. Darüber
hinaus ist keine Domäne bekannt, die in einem direkten Zusammenhang mit den Funktionen
Gephyrins an der Synapse stehen.
Ziel dieser Arbeit war, die Domänenorganisation von Gephyrin zu analysieren und ins-
besondere Bindungsstellen zu suchen, die im Zusammenhang mit der Funktion Gephyrins an
der Synapse stehen. Dabei stand die Identifizierung der Bindestelle für den GlyR und die
Autoaggregationsdomäne im Vordergrund. Auch die vermutete Bindungsstelle für Mikrotu-
buli war zu untersuchen. Es sollte ebenso geklärt werden, ob verschiedene Varianten Gephy-
rins existieren, die an den GlyR binden und sich mit weiternen Proteinen aus dem GlyR-
Komplex anreichern lassen.Material und Methoden 16
2. Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Chemikalien und Enzyme
Sofern nicht anders erwähnt, wurden sämtliche Chemikalien von den folgenden Firmen
im Reinheitsgrad p.A. erworben: Difco, Gibco, BRL, Riedel-de-Haen, Roth, Serva, Sigma.
Restriktionsendonukleasen und deren Aufbewahrungs- und Reaktionspuffer stammen, falls
nicht anders angegeben, von Roche Molecular Biochemicals.
2.1.2 Lösungen und Medien
Zur Herstellung von Lösungen und Medien wurde deionisiertes Wasser (Milli-Q-Water-
System, Millipore) benutzt. pH-Werte wurden in der Regel mit NaOH oder HCL eingestellt.
Standardlösungen für die Molekularbiologie sowie für die Biochemie wurden im allgemeinen
nach Sambrook et al. (1989) angesetzt. Zur Sterilisierung wurden die Lösungen entweder ste-
rilfiltriert oder für 20 min bei 121 °C autoklaviert.
2.1.2.1 Häufig verwendete Lösungen:
10 x TBE 1 M 1 M Tris/HCL, pH 8.0, 890 mM Borsäure, 25 mM EDTA
TE10 M Tris/HCL, pH 7.5, 1 mM EDTA
TBS 24.8 mM Tris/HCL, pH 7.5, 138 mM NaCl, 5 mM KCl
Puffer 1 50 mM Tris/HCL, pH 8.0, 10 mM EDTA
Puffer 2 0.2 N NaOH, 1 %(w/v) SDS
Puffer 3 3 M NaAc, pH 5.8
PCI Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (v/v/v) 25:24:1
PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4
1 x SDS-Probenpuffer 62.5 mM Tris/HCL, pH 6.8, 2 % SDS (w/v), 10 % Glyzerin (w/v)
5 % b-Mercaptoethanol (w/v), 0.025 ‰ Bromphenolblau (w/v)
10 x SDS-Laufpuffer 0.25 M Tris/HCL, 1.92 M Glyzin, 1 % SDS (w/v)
2.1.2.2 Größenmarker für Elektrophorese
DNA-Größenmarker: 1 kb und 0.1 kb DNA-Leitern (Gibco BRL)Material und Methoden 17
Protein-Größenmarker: High, Low und Wide Molecular Weight Marker (Sigma), Seeblue
(Invitrogene), Benchmark (Novagene)
2.1.2.3 Nährmedien für Bakterien:
LB-Medium 1 % Bacto Trypton (Difco) (w/v), 0.5 % Hefeextrakt (Difco) (w/v),
1 % NaCL (w/v).
LB-Agar 1 l LB-Medium, 1,5 % Bacto Agar (Difco) (w/v).
Ampizillin 100 µg/ml (Roche Molecular Biochemicals)
Kanamyzinsulfat 50 µg/ml (Boehringer Mannheim)
2.1.2.4 Nährmedien für Helfekulturen
YPD-Vollmedium 20 g Peptone (Difco), 10 g Hefeextrakt ad 950 ml H2O, pH 5.8;
 nach Autoklavieren 50 ml 40 % sterile Glukoselsg. (w/v) zugeben.
YPD-Agar Wie YPD, jedoch mit 18 g Bacto-Agar (difco) pro Liter.
SD-Medium 6.7 g Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids (Difco) ad 750 ml
H2O, pH 5.8, nach dem Autoklavieren 100 ml 10 x Dropoutlsg,
50 ml 40 % Glukoselsg (w/v), 25 ml 1 M 3-Amino-1,2,4-triazol (3-
AT) und je nach Bedarf 10 ml 100 x Stammlsg. von Histidin, Leu-
cin, oder Tryptophan zur Selektion zugeben und mit H2O auf 1 l
Volumen auffüllen.
SD-Agar Wie SD-Medium mit 20 g/l Bacto Agar.
10 x Dropoutlsg. 200 mg/l L-Adenin
200 mg/l L-Arginin
200 mg/l L-Isoleucin
200 mg/l L-Lysin
200 mg/l L-Methionin
200 mg/l L-Phenylalanin
200 mg/l L-Threonin
200 mg/l L-Tyrosin
200 mg/l L-Uracil
Stammlsg. 100 x Leuzin 10 g/l L-Leuzin
100 x Tryptophan2 g/l L-Tryprophan
100 x Histidin 2 g/l L-HistidinMaterial und Methoden 18
2.1.2.5 Nährmedien für die Zellkultur eukaryontischer Zelllen
Minimun Essential Medium (MEM), Gibco, versetzt mit Antibiotika (Pen/Strep) und10
% fötalem Kälberserum (FCS; v/v), das zuvor bei 56 °C hitzeinaktiviert wurde.
Neurobasal-Medium, Gibco, zur Kultur primärer neuronaler Zellkulturen. Einfrierme-
dium: (50 % FCS/20 % DMSO; v/v).
2.1.3 Zellinien, Bakterien- und Hefestämme
2.1.3.1  Baktereinstämme
XL1-blue (Stratagene)
E.coli B21(DE3) (Novagen)
2.1.3.2 Hefestamm
Y190 (Flick und Johnston, 1990)
2.1.3.3 Eukaryotische Zellinien
HEK293 humane embryonale Nierenzellinie
Primäre Zellen aus Rückenmark
2.1.4 Antikörper
2.1.4.1 Primäre Antikörper
Antikörper Spezifität Verdünnung Referenz
anti Geph Gephyrin (C-Terminus) (m) 1:100 (IF)
1:500 (IB)
Transduction Labs
anti-aTubulin anti-aTubulin (Mono-/Polymer)
(m)
1:100 (IF)
1:500 (IB)
Sigma
anit Flag M2 Flag-Epitop (m) 1:300 (IF)
1:500 (IB)
Sigma
anti HA Epitop aus Hämmaglutinin (rb) 1:200 (IF)
1:500 (IB)
Santa Cruz Biotech
anti VSV Epitop aus dem Hüllprotein des
Vesicular Stromatitis Virus (m)
1:300 (IF)
1:500 (IB)
Boehringer Mannheim
anti PIN PIN (rb) 1:100 (IF)
1:500 (IB)
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antiGFP Green Floureszent Protein (rb) 1:1000 (IF)
1:500 (IB)
Living Colours
mAb5a Gephyrin n-Terminus (m) 1:100 (IF) Pfeiffer et al., 1984
mAb2b a1-Untereinheit des GlyR (m) 1:100 (IF) Pfeiffer et al., 1984
mAb4a GlyR, alle UE (m) 1:100 (IF) Pfeiffer et al., 1984
(m) Maus; (rb) Kaninchen; (g) Ziege; (IF) Immunfärbung; (IB) Immunoblot
2.1.4.2 Sekundäre Antikörper
Spezifität Konjugat Verdünnung Referenz
Ziege anti-m IgG Cy2 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -rb IgG Cy2 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -m IgG Cy3 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -rb IgG Cy3 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -m IgG FITC 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -rb IgG FITC 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -gp IgG FITC 1:500 (IF) Dianova
Ziege anti -m IgG Alexa 1:1000 (IF) Dianova
Ziege anti -rb IgG Alexa 1:1000 (IF) Dianova
Ziege anti -gp IgG Alexa 1:1000 (IF) Dianova
Esel anti -g IgG Alexa 1:1000 (IF) Dianova
Ziege anti -m IgG Peroxidase 1:5000 (IB) Dianova
Ziege anti -rb IgG Peroxidase 1:5000 (IB) Dianova
(m) Maus; (rb) Kaninchen; (g) Ziege; (IF) Immunfärbung; (IB) Immunoblot
2.1.5 Vektoren
Vektor Verwendung Referenz
pBluescript KS II Klonierungen Stratagene
pCDNA 3 Expression von Proteinen Invitrogen
pCR2 Ligation Invitrogen
pCis2 Expression von Proteinen Sontheimer et al, 1989
pEGFP-C/N-1/2/3 Expression von Proteinen Clonetech
pGilda Expression in Hefe Clonetech
pJKL9 Expression in Hefen ClonetechMaterial und Methoden 20
2.1.6 Oligonukleotide
Sämtliche Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech HPLC- oder HPSF ge-
reinigt und lyophilisiert bezogen.
Bezeichnung Sequenz Verwendung
P1 G110 480s gggtgggactatatcagcaata
P1 545as seq tggagtgacatctcgtggtg
P1 800s gttcatactgccagctctacc
P1 1170s ctccatcatttctcgtggcgt
P1 1570s ccttgatcaagatgtgtatgca
P1/1601 tgaagtgcgaattctggtgc
P1/1724as tgacacctacagttgcaagg
P1/1876s caggaacatggttacccaac
P1 1947s seq ccagatgacttactcaatgccttg
P1 2195s seq tgcaacctctttgttgtacc
P1 G126 aatgcccggacaagtgatgcg
PCR/Sequenzie-
rung von Gephy-
rin
3‘dH10 X stop ctggagtcactactcgagtggcagtatgaactgaaagcattc
5‘dH10 H Rbs atg X acgtacaagcttccaccatggcgctcgagccttccccaccacctcctctttctc
5‘dHdP H Rbs atg X acgtacaagcttccaccatggcgctcgagcagacagaagacaaaggagttcag
5‘P1 H/E Coil acgtaaagcttgaattcgccaccatggcccagttcatactgccagctctacctc
3‘P1 Sal Coil tacgtgtcgactaaatcttcaagttcatcatgcacctc
5‘P1 Hind/Eco acgtaaagcttgaattcattgcgctggaaaacatggcgacc
5‘P1 H/E Exon4 acgtaaagcttgaattcgccaccatgttgggtgggactatatcagcatac
5‘P1 H/E Exon6 acgtaaagcttgaattcgctgataattaacctgcctggtagc
3‘P1 Sal Exon3 tacgtgtcgaccaaagaaggatcctggacgagatc
3‘P1 Sal Exon5 tacgtgtcgacctctggagtgacatctcgtggtgc
3‘P1 Sal Exon7 tacgtgtcgacgaactgaaagcattcctgagatcc
3‘P1 Sal Exon1 tacgtgtcgactgtgaggactccgacacggatttg
5‘P1 Hind Exon 2 C1 acgtaaagcttgcactcagaactatgagttttcctc
5‘P1-597/2 acgtaaagcttccaccatgggatccgaattcgactatctcaagcaggtgctggacatc
5‘bam VSV2 eco gatcctacactgatatcgaaatgaaccgcctgggtaagg
3‘bam VSV2 eco aattccttacccaggcggttcatttcgatatcagtgtag
5‘P1-695 acgtaaagcttccaccatgggatccgaattcatgagcagccgtctgat
5‘P1-633 acgtaaagcttccaccatgggatccgaattcacctgcaacctctttgt
3‘P1-695 Kpn cgtacctcgagtcatcaggtaccctgattacctgtactctgggc
3‘P1-695 Eco cgtacctcgagtcatcagaattcctgattacctgtactctgggc
3‘P1 Eco tacgtctcgagtcatcagaattctagccgtccgatgaccatgacgtc
5‘P1 L not acgtaaagcttccaccatggcggccgcccctggtagcaagaaaggatctcag
Fragmentierung
und Mutagenese
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3‘P1 L kpn tacgtctcgagtcatcaggtaccttgagcaaggactcgccccattccatc
3‘P1 MogA kpn tacgtctcgagtcatcaggtaccaatggcatgaggtagagctggcag
5‘VSV ggcctacactgatatcgaaatgaaccgcctgggtaagac
3‘VSV ggccgtctaacccaggcggttcatttcgatatcagtgta
5‘P1 Moe not acgtaaagcttccaccatggcggccgccgatggaatggggcgagtccttgctcaa
P1 2194 BstXI sense gtcacctgcaacctctttgttgtaccactgccctggaaaatgcagggtatcttggatcc
P1 2194 BstXI anti ggatccaagataccctgcattttccagggcagtggtacaacaaagaggttgcaggtgac
3‘P1 mut blob 2 catgctcatcagacggctgctcatccctggtagtgcaaaaataatttttc
5‘P1 mut blob gaaaaattatttttgcactaccagggatgagcagccgtctgatgagcatg
5‘P1not acgtaaagctttgcgctgggaaacatggcggccgccaccgagggaatgatcctcacaaac
3‘P1kpn tacgtctcgagtcatcaggtacctagccgtccgatgaccatgacgtc
5‘P1ecor1/not acgtaaagcttccaccatggcggccgccggtgctgatgcagtagtgcaagttgaag
3‘geV/kpn tacgtctcgagtcatcaggtaccagcttgcaccagatttcgcacttc
5‘P1nco/not acgtaaagcttccaccatggcggccgccgactatctcaagcaggtgctggacatc
3‘P1nco/kpn tacgtctcgagtcatcaggtaccgtccagcacctgcttgagatagtccct
3‘P1Flag cagtctcgagctattacttgtcatcgtcgtccttgtagtctagccgtccgatgaccatgacgtcc
P1 5‘ 2dMTB cagcttcttgctcaacaccagtagatatcaccaaggtggc
P1dECO1 gatcactcgagttatcattgcaccagaattcgcacttc
P1dHIND2 gatcactcgagttatcaattccctgttgacataacggc
P1dPVU2 gatcactcgagttatcagaccacagctgatacagga
P1ecoVas agtcactcgagttatcagatatctacagcactgtgactggc
P1ncoIas agtcactcgagttatcacttttcccccatggatacac
P1bstxIas agtcactcgagttatcactgattacctgtactctggg
3‘1/2anti agtcactcgagttatcatagccgtccgatgaccatgac
3‘dM anti agtcactcgagttatcaaatggcatgaggtagagctg
P1dPFanti cttgtcatcgtcgtccttgtagtcaagttcatcatgcacctcc
P1dPFsense gactacaaggacgacgatgacaagcagacagaagacaaaggag
5‘P1/2 acgtaaagctttgcgctgggaaacatggcgaccga
3‘1P1dE12 gccaccttggtgatatctactggtgttggacaagaagctg
5‘2P1dE12 cagcttcttgtccaacaccgtagatatcaccaaggtggc
3‘2P1dE12 ccttttgccaaaacacactc
3‘1P1dP ctcctttgtcttctgtctgctcaagttcatcatgcacctcc
5‘2P1dP ggaggtgcatgatgaacttgagcagacagaagacaaaggag
5‘Profilin 2 EcoRI gctacaagcttccaccatggaattcgccgggtggaacgcctacatcgac
3‘Profilin HA ctagcctcgagtcatcagaggctagcgtaatccggaacatcgtatgggtagtactgg-
gaacgccgcaggtgaga
3‘Profilin gtagcctcgagcggtgggggaagggacagatgagg
Klonierung von
Profilin
P1 536-576 sense cagggtttgcaccacgagatgtcactccagag
P1 739-768 sense cagttcatactgccagctctacctcatgcc
Klonierung des
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P1 739-768 anti ggcatgaggtagagctggcagtatgaactg
P1 1035-1006 anti ctgaacgccagcagaaatgatggagtctgg
C4 rat anti ctcagatacactataggtagatgagcacgagg
C3 rat anti agaccagggatgggctgcccatgatttgcc
P1 567-536 anti ctggagtgacatctcgtggtgcaaaccctg
1C1 1-25 rat sense gcactcagaactatgagttttcttc
2C1 1-32 rat sense gcactcagaactatgagttttcctcttagtcc
3C1 1-39 rat sense gcactcagaactatgagttttcctcttagtcctgctttc
4‘C1 rat –15/+15 gctggagtcctcacaggcactcagaactatg
5‘hind VSV eco agcttccaccatggcatacactgatatcgaaatgaaccgcctgggtaagg
3‘hind VSV eco aattccttacccaggcggttcatttcgatatcagtgtatgccatggtgga
5‘hind HA eco agcttccaccatggcatacccatacgatgttccggattacgctagcctcg
3‘hind HA eco aattcgaggctagcgtaatccggaacatcgtatgggtatgccatggtgga
5‘bam HA eco gatcctacccatacgatgttccggattacgctagcctcg
3‘bam HA eco aattcgaggctagcgtaatccggaacatcgtatgggtag
5‘bam VSV eco gatcctacactgatatcgaaatgaaccgcctgggtaagg
3‘bam VSV eco aattccttacccaggcggttcatttcgatatcagtgtag
5‘KpnI-6His-XhoI ccaccatcaccatcaccattgatgac
3‘KpnI-6His-XhoI tcgagtcatcaatggtgatggtgatggtgggtac
bFlagxb anti gatctctcgagctattacttgtcatcgtcgtccttgtagtcg
bFlagxb sense gatccgactacaaggacgacgatgacaagtaatagctcgaga
Generierung von
Oligos
2.2 Methoden
2.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen
Die Kultivierung höherer Zellen wurde unter sterilen Bedingungen an speziellen Steril-
arbeitsplätzen durchgeführt. Darüber hinaus wurden ausschließlich gammabestrahlte
Kunststoffmatierialien und sterilisierte Lösungen und Medien verwendet. HEK293-Zellen
wurden in MEM-Medium (Gibco) in wasserdampfgesättigter Atmosphäre und 5 % (v/v) CO2
/ Luft-Gemisch bei 37 °C in einem Brutschrank kultiviert. Nach erreichen der Konfluenz
wurden die adhärent wachsenden Zellen passagiert.
2.2.1.1 Auftauen und Einfrieren eukaryontischer Zellen
Eukaryontische Zellen werden in flüssigem Stickstoff gelagert. Dazu wurden Zellpo-
pulationen 10 min bei 1500 g pelletiert, in einem kleinen Volumen aus kaltem MEM mit
50 % (v/v) fötalen Kälberserum (FCS) aufgenommen und in vorgekühlte EinfrierröhrchenMaterial und Methoden 23
gegeben (2 x 10
6 – 1 x 10
7 Zellen/0,5 ml FCS). Nach vorsichtiger Zugabe des gleichen Volu-
mens kalten Einfriermediums (50 % FCS/20 % DMSO; v/v) und schnellem Einfrieren bei –
70 °C für 24 h wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff gelagert.
Um in flüssigem Stickstoff gelagerte Zellen zu rekultivieren, wurden die Zellen mittels
lauwarmem Wasser aufgetaut. Die Bewahrung eines Eisrestes in den Röhrchen garantierte
dabei eine Temperatur um den Gefrierpunkt und schützte die Zellen vor stärkerem Einfluß
des bei Raumtemperatur (RT) toxischen Einfriermediums. Der Röhrcheninhalt wurde schnell
in 10 ml PBS überführt, suspendiert und 10 min bei 1500 g zentrifugiert. Der Waschvorgang
wurde wiederholt und die Zellzahl bestimmt.
2.2.1.2 Passagieren von Zellen
Zellen wurden nach Erreichen einer bestimmten Zelldichte, im allgemeinen alle zwei
bis drei Tage, im Verhältnis 1 : 5 bis 1 : 15 mit frischem Kulturmedium verdünnt.
Die Ablösung adhärenter Zellen vom Gefäßboden erfolgte durch vierminütiges Einwir-
ken von Trypsin-EDTA (Gibco) bei 37 °C nach vorherigem Waschen mit PBS. Diese B e-
handlung wurde durch Abklopfen der Zellen unterstützt und durch Waschen mit PBS beendet.
Nach einer zehnminütigen Zentrifugation bei 1500 g werden 1-2 x 10
5 Zellen/ml ausgesät.
2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl
Zur Bestimmung von Zellzahl und Lebendzellzahl wurde einer frisch suspendierten
Kultur ein Aliquot entnommen und im Verhältnis 1 : 2 mit 0,2 % Trypanblau (w/v) verdünnt.
Dieser Farbstoff lagert sich an Proteinstrukturen des Zytoplasmas an. Da er lediglich durch
zerstörte Membranen in Zellen eindringen kann, markiert er nicht mehr lebensfähige Zellen
der Suspension. Die Zählung erfolgte in einer Neubauer-Zählkammer. Die Zahl ungefärbter
Zellen über einem aus 16 Kleinquadraten bestehenden Großquadrat der Kammer wurde mit
Kammer- und Verdünnungsfaktor multipliziert und ergab die Lebendzellzahl je ml Kultur.
2.2.1.4 Transfektion von adhärenten HEK 293 Zellen
Zur Transfektion von adhärenten HEK 293 Zellen wurden diese auf Fibronektin (Roche
Molecular Biochemicals) beschichtete Deckgläschen so umgesetzt, daß sie am nächsten Tag
zu 30 bis 50 % konfluent waren. In einem sterilen Röhrchen wurden 75 µl H 2O mit wechseln-
den Mengen Plasmid-DNA, 25 µl CaCl 2 und 100 µl 2 x BBS gemischt und für 3 min bei RT
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen mit PSA+Ca
2+ gewaschen. Die DNA-Lsg.
wurde anschließend mit 800 µl frischem Medium verdünnt und auf zwei Deckgläschen ver-
teilt. Es folgte eine Inkubation bei 3 % CO2 unter ansonsten unveränderten Bedingungen für 4
bis 24 h im Brutschrank. Danach wurden die Zellen gewaschen und frisches Medium zugege-
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2.2.1.5 Präparation von spinalen Rückenmarksneuronen
Embryos einer Ratte wurden am Tag E14 entnommen und in PBS gelegt. Das Rücken-
mark wurde unter dem Binokular freigelegt, herauspräpariert, in PBS+Glukose (33 mM) ge-
legt und anschließend in kleine Stücke geschnitten. Nach dreimaligem Triturieren setzten sich
größere Fragmente ab, wonach der milchige Überstand mit den Zellen abgenommen wurde.
Nach nochmaligem Triturieren wurden die Überstände vermischt, der Ansatz für 8 min bei
500 g zentrifugiert und der Überstand abgesaugt. Das Pellet wurde in 5 ml Medium (Neuro-
basal, Gibco) resuspendiert und die Zellen in der Neubauer-Zählkammer gezählt
(Xx4x5x10
4 = Gesamtzellzahl). Die erwartete Zellzahl betrug 0,7-1x10
5 Zellen pro Rücken-
mark. Sodann wurde auf eine Zellzahl von 4x10
5 Zellen eingestellt und 300 µl pro Schale (in
einer 24-Schalen-Platte) ausplattiert. Die Kultivierung kann zwei Wochen bei 5 % C02, 37 °C
und 100 % Luftfeuchtigkein ohne Mediumwechsel erfolgen.
2.2.1.6 Transfektion von Primärkulturen des Rückenmarks
In einem Ansatz werden 1 µl DNA-Lsg. (maximal 1 µg DNA), 4 µl CaCl 2 und 15 µl
2 x BBS gemischt und auf 30 µl H2O aufgefüllt. Das Medium in der Kulturschale wurde vor-
sichtig abgenommen, die Hälfte (400 µl) bei 37 °C aufbewahrt, die andere Hälfte mit fri-
schem Medium versetzt, mit der DNA-Lsg. vermischt und auf die Zellen gegeben. Nach 1 bis
8 h wurde das Transfektionsmedium vorsichtig abgenommen und die Zellen mit einer Mi-
schung (1:1) aus aufbewahrtem und frischem Medium überschichtet. Nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten im Brutschrank wurden die Zellen geerntet.
2.2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.2.1 Kultivierung von Bakterien
Die Kultivierung von Bakterien fand unter weitgehend sterilen Bedingungen statt. Die
E. coli-Stämme wurden auf LB-Agar-Platten bei 37 °C angezogen. Für die Aufzucht plas-
midtragender Stämme wurden entsprechende Selektionsmedien verwendet, für Flüssigkultu-
ren wurde LB-Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und sechs Stunden bzw. über Nacht
im Schüttelinkubator bei 220 UpM und 37 °C inkubiert. Bakterienkolonien wurden auf Agar-
platten bis zu einer Woche bei 4 °C aufbewahrt. Zur dauerhaften Lagerung wurden Glyzerin-
kulturen bei -80 °C aufbewahrt. Dazu wurde Glyzerin bis zur Endkonzentration von 50 %
(v/v) zu einer Übernachtkultur gegeben und diese eingefroren. Um eine Kultur aus einer Gly-
zerinkultur anzuimpfen wurde etwas tiefgefrorenes Material mit einem sterilen Glasstab ent-
nommen, in ein geeignetes Volumen Flüssigmedium überführt und bei 37 °C über Nacht un-
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2.2.2.2 Herstellung von kompetenten Bakterien für die Hitzeschocktransformation
Eine 1000 ml-Bakterienkultur in exponentieller Wachstumsphase (OD600 = 0,6-0,7)
wurde im Eisbad 30 min abgekühlt und durch Zentrifugation bei 4000 g für 10 min bei 4 °C
sedimentiert, anschließend mit 20 ml eiskaltem 100 mM CaCl 2 gewaschen, erneut sedimen-
tiert (4000 g, 4 °C, 5 min), in 10 ml 100 mM CaCl2 resuspendiert und mindestens 30 min auf
Eis inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4000 g für 5 min bei 4 °C wurde das
Bakteriensediment in 2,5 ml 100 mM CaCl 2/15 % Glyzerin (v/v 4 °C ) aufgenommen und die
Zellsuspension in 100 µl-Portionen in vorgekühlte Eppendorf-Reaktionsgefäße verteilt. Nach
Schockgefrieren bei -196 °C wurden die Bakterien bei -70 °C gelagert.
2.2.2.3 Herstellung und Transformation elektrokompetenter Zellen
Eine 1000 ml Bakterienkultur in exponentieller Wachstumsphase (OD600 = 0,6-0,7)
wurde nach 30 min Abkühlens auf Eis bei bei 5000 x g bei 4 °C für 15 min sedimentiert, in
500 ml sterilem Eiswasser resuspendiert und erneut, wie zuvor, pelletiert. Dies wurde wieder-
holt und die Zellen jeweils in 250 ml Eiswasser bzw. in 50 ml und schließlich 5 ml Eiswasser
mit 10 % (v/v) Glyzerin resuspendiert und darauffolgend in 50 ml-Portionen verteilt. Nach
Schockgefrieren bei –196 °C wurden diese bei –70 °C gelagert.
2.2.2.4 Hitzeschocktransformation von Bakterien mit Plasmid-DNA
Man ließ 100 µl kompetente Bakterien auf Eis auftauen, mischte diese mit bis zu 500 ng
ungespaltener Plasmid-DNA bzw. mit 10 µl eines Ligationsansatzes und inkubierte 30 min
auf Eis. Anschließend wurde der Ansatz für 90 s auf 42 °C erwärmt und wieder auf 0 °C ab-
gekühlt. Nach Zugabe von 800 µl LB-Medium wurde die Bakteriensuspension 1 h bei 37 °C
inkubiert. Bei der Transformation mit ungespaltenem Plasmid strich man 50 µl des Ansatzes
auf einer Selektions-LB-Agarplatte aus. Im Falle der Transformation mit ligierter Plasmid-
DNA wurden die Bakterien zunächst durch Zenrifugation bei 4000 g, für 5 min sedimentiert,
800 µl des Überstandes wurde verworfen, die Bakterien im verbliebenen Medium resuspen-
diert und der gesamte Transformationsansatz auf einem Selektionsagar ausgestrichen. Die
Agarplatte wurde für 12 bis 16 h bei 37 °C inkubiert.
2.2.2.5 Annealing von DNA
Komplementäre einzelsträngige DNA-Moleküle und solche mit glatten Enden können
sich zu doppelsträngiger DNA zusammenfügen („Annealing“).
Dazu wurden in einem Ansatz von 100 µl jeweils 20 µg Einzelstrang-DNA in Gegen-
wart von Annealing-Puffer für 2 min auf 95 °C erhitzt und anschließend für 10 min auf 65 °C
inkubiert. Darauffolgend wurde die DNA bei RT auf 37 °C abgekühlt, wiederum für 10 min
inkubiert und nach weiteren 10 min bei RT bei –20 °C gelagert.Material und Methoden 26
2.2.2.6 Reinigung von Nukleinsäuren in wäßriger Lösung
Zur Reinigung wurde die DNA entweder gefällt oder elektrophoretisch aufgetrennt, die
entsprechende Bande aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA eluiert.
Bei der Fällung kommt es nach Zugabe von Alkohol zu einer wäßrigen Nukleinsäu-
relsg. in Gegenwart hoher Konzentrationen von monovalenten Kationen zu einer Aggregation
und Präzipitation der Nukleinsäuremoleküle. Nukleotide und Salze bleiben dagegen in L ö-
sung (Meyers et al., 1976).
Ethanolfällung:
Zur Fällung der DNA aus einer wäßrigen Lösung wurde diese mit 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat
(pH 5,2) und 2,5 Vol. 100 % Ethanol (RT) versetzt, gemischt und 30 min bei –70 °C gefällt.
Die Präzipitation erfolgte durch 15 min Zentrifugieren (15000 g). Der Niederschlag wurde
mit 70 % Ethanol (v/v) gewaschen und nach erneutem Zentrifugieren an der Luft oder im
Vakuumtrockner getrocknet, woraufhin das DNA-Pellet in einem geeigneten Volumen H 2O
bzw. Puffer aufgenommen wurde.
Isopropanolfällung:
Die Fällung kann mit 1 Vol. Isopropanol anstelle von 2,5 Vol. Ethanol durchgeführt werden.
Der Anteil präzipitierter DNA als auch der kopräzipitierten Salze und Verunreinigungen ist
hierbei jedoch höher.
Fällung von kleinen DNA-Molekülen:
Zur Fällung von Oligonukleotiden einer Größe von 15 bis etwa 80 bp setzte man der
Lösung 1 Vol. 4 M NH4-Acetat, 4 Vol 100 % Ethanol sowie 10-15 µg tRNA oder Glykogen
zu. Die Fällung erfolgte binnen 10 min bei RT und die Präzipitation durch 20 minütige Zentri-
fugation bei 15000 g. Nach Waschen des Pellets in 70 % (v/v) Ethanol und Trocknen an der
Luft oder im Vakuumtrockner wurde die DNA in einem geeigneten Volumen H 2O aufge-
nommen und konnte über ein Gel gereinigt oder bei –20 °C gelagert werden.
Phenolextraktion:
Mit der Phenolextraktion werden Proteine aus der DNA-Lsg entfernt.
Der Ansatz der DNA-Lösung wurde auf 300 µl vergrößert und mit 1  Vol. Phenol :
Chloroform : Isoamylalkohol (50 : 49 : 1) versetzt. Nach Mischung wurden die Phasen durch
Zentrifugation bei 15000 g für 5 min getrennt. Die obere, wäßrige Phase wurde abgenommen
und gefällt
2.2.2.7 Lagerung von Nukleinsäuren
Bis zu einer Länge von 50 kb fand die dauerhafte Lagerung in H 2O bei -20 °C statt.
größere Moleküle wurden bei 4 °C aufgehoben.Material und Methoden 27
2.2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäurelösungen
Eine ungefähre Bestimmung der Nukleinsäurenmenge ist durch Abschätzung der Inten-
sität der Bandenfärbung durch Vergleich mit den Banden einer Eichreihe bekannter Konzent-
rationen in einem Agarosegel möglich.
Eine exakte Messung der Konzentration wurde durch eine photometrische Messung
vorgenommen. Hierzu wurde die Extinktion eines Ansatzes von 1 ml, bestehend aus einer
DNA-Lösung (10 %; v/v) in H 2O, bei einer Wellenlänge von 260 nm im Spektrophotometer
gemessen. Aus dem Quotienten E 260/E280 läßt sich auf die Reinheit der Nukleinsäurelösung
rückschließen. Ist der Wert kleiner als 1.8, muß nochmals gereinigt werden.
2.2.2.9 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen
DNA läßt sich mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen an spezifischen Sequenzen
spalten. Die Spaltung wurde in der vom Hersteller angegebenen Pufferlösung in 20-40 µl
Volumen durchgeführt. In der Regel wurden 2 µg DNA und 1-5 Enzymeinheiten (U) pro
Spaltung zum Reaktionsansatz zugegeben und bei der vom Hersteller empfohlenen Tempe-
ratur 1 h inkubiert. Darauffolgend konnte die DNA entweder modifiziert oder in einem Gel
geeigneter Konzentration elektrophoretisch aufgetrennt werden.
2.2.2.10 Dephosphorylierung von DNA
Die Entfernung der endständigen 5‘-Phosphatgruppe dient zur Vermeidung der intra-
molekularen Ligation von linearisierten Plasmidvektoren. Dazu wurden 20 µl einer Restrikti-
onsreaktion mit 2,4 µl zehnfach konzentriertem Phosphatasepuffer und 1,6 µl alkalischer
Phosphatase aus Schrimps versetzt und 1 h bei 37 °C inkubiert.
2.2.2.11 Phosphorylierung von DNA
Um synthetische Oligonukleotide zur Ligation vorzubereiten, werden die endständigen
5‘-Nukleotidreste phosphoryliert. In der Regel wurde dabei 2 µg DNA in 17 µl H 2O aufge-
nommen, 2 µl zehnfach konzentrierter Puffer und 1 µl T4-Polynukleotidkinase hinzugefügt
und 1 h bei 37 °C inkubiert.
2.2.2.12 Ligation von DNA
DNA-Moleküle mit glatten oder komplementären, kohäsiven Enden können durch eine
Ligation zusammengefügt werden.
Die in einer Ligationsreaktion eingesetzten DNA-Fragmente wurden über ein Gel oder
chromatographisch gereinigt. Die eluierte DNA wurde direkt, ohne weitere Behandlung zur
Ligation eingesetzt, indem 10 µl Fragmentlösung in einem Reaktionsvolumen von 20 µl mit
3 µl Vektorlösung in Gegenwart von einfachem Ligasepuffer und einer Enzymeinheit T4-
DNA-Ligase 1 h bei RT oder über Nacht bei 16 °C inkubierte.Material und Methoden 28
2.2.2.13 Trennung von DNA in Agarosegelen
Lineare DNA-Moleküle können im präparativen Agarosegel (1 x TAE oder TBE) ihrer
Größe nach aufgetrennt werden. Wenn parallel dazu ein Größenstandard (Marker) aufgetra-
gen wird, kann die Größe der zu untersuchenden DNA ermittelt werden.
Die jeweilige Menge Agarose wurde im entsprechenden Puffer erhitzt und nach A b-
kühlung auf ca. 55 °C Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 0,05 mg/ml hinzu-
gefügt. Das Gel wurde in einen waagerechten Gelschlitten gegossen und zur Formung der Ta-
schen ein Kamm eingesetzt. Die Einzelansätze wurden mit jeweils 0,1 Vol. Ladepuffer (10 x)
versehen, in die Geltaschen pipettiert und 1-12 h bei 2-8 V/cm aufgetrennt. Die durch inter-
kaliertes Ethidiumbromid sichtbar gemachte DNA wurde unter UV-Licht (315 nm) photogra-
phiert. Mit spezieller Agarose (low-melting-point agarose) können bei einer Agarosekon-
zentration von bis zu 3 % Moleküle von 20 bp bis 100 bp Größe getrennt werden.
2.2.2.14 Elution von DNA aus Agarosegelen
Zur Isolierung der DNA aus Agarosegelen wurden die Banden unter UV-Licht ausge-
schnitten, das Gelstück mindestens 10 min in H 2O gelegt und danach in ein zur Hälfte mit
Plastikwolle gefülltes, unten durchbohrtes 0,5-ml-Reaktionsgefäß überführt. Dieses stellte
man in ein 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß. Durch Zentrifugation bei 3000 g für 10 min g e-
langte die zu isolierende DNA in das untere Reaktionsgefäß, während die Agarose durch die
Plastikwolle zurückgehalten wurde. Die auf diese Weise isolierte DNA wurde direkt zur Li-
gation eingesetzt.
2.2.2.15 Isolierung von Plasmid-DNA im analytischen Maßstab
(Nach Birnboim und Doly 1979)
Mit Plasmiden transformierte Bakterien wurden von der Agarplatte in Kulturröhrchen
mit 2 ml Selektionsmedium angeimpft und 6 - 20 h bei 37 °C im Inkubator geschüttelt. Man
überführte 1,5 ml der Kulturen in Eppendorf-Reaktionsgefäße und sedimentierte die Bakte-
rien durch Zentrifugation bei 11000 g für 30 s. Nachdem der Überstand verworfen und die
Bakterien in 100 µl Puffer 1 resuspendiert waren, gab man 200 µl frisch angesetzten Puffers 2
dazu und mischte vorsichtig. Für 5 min wurden die Bakterien auf 4 °C oder RT lysiert. Im
Anschluß wurde 150 µl Puffer 3 dazugegeben und nach vorsichtigem Mischen für weitere
5 min auf Eis inkubiert. Die chromosomale DNA und die löslichen Zellbestandteile wurden
durch Zentrifugation bei 15000 g abgetrennt, der Überstand mit Phenol wie oben beschrieben
extrahiert und nach dem Trocknen in 50 µl H2O in Gegenwart von 200 ng/µl RNAse A gelöst
und bei -20 °C aufbewahrt.
2.2.2.16 Isolierung von Plasmid-DNA in präparativem Maßstab
Die Isolierung von größeren Mengen DNA erfolgte mit Hilfe eines chromatographi-
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eine Matrix in einer Säule gebunden und konnte anschließend gereinigt und eluiert werden.
Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers (Quiagen) verfahren.
2.2.2.17 Sequenzierung von DNA
Die Ermittlung einer DNA-Sequenz erfogte nach der Didesoxy-Kettenterminations-
Methode (Sanger et al., 1977). Die DNA-Sequenzierungen wurden mit dem automatischen
Sequenziergerät (Applied Biosystems 373A DNA Sequencer) unter der Verwendung eines
geeigneten Sequencer Kits (Dyedeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit, Perkin Elmer)
durchgeführt. Dabei wurde nach den Angaben des Herstellers verfahren. Die Analyse der Se-
quenzen erfolgte in der Regel mit Hilfe den Programmen MacVector, DNA-Star oder DNA-
Strider.
2.2.2.18 Polymerase-Kettenreaktion
Die spezifische Amplifikation von DNA-Fragmenten mit Hilfe thermostabiler DNA-
Polymerase wird als Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) bezeich-
net (Saiki et al., 1988). Standardreaktionen wurden mit dem „Thermo Cycler“ (Perkin Elmer)
durchgeführt. Dazu wurde in einem Reaktionsvolumen von 50 ml 100 ng Template-DNA, je-
weils10 pmol Primer (sense und antisense), dNTPs (je 1 mM), 1 x PCR-Puffer (Gibco) und
5 U Taq-DNA-Polymerase (Gibco) eingesetzt. Vor den zyklischen Schritten wurde eine initi-
ale Denaturierung durchgeführt. Darauffolgend wurden Denaturierung, Hybridisierung und
Elongation 15 bis 30 mal wiederholt und abschließend eine finale Elongation von 10 min
durchgeführt. Sämtliche Parameter wurden den jeweiligen Notwendigkeiten angepasst.
2.2.2.19 PCR-Mutagenese
Zur Insertion endständiger oder interner Mutationen wurden grundsätzlich zwei Strate-
gien angewandt.
Zur Insertion endständiger Mutationen wurden Oligonukleotide mit einer Länge von 25
bis 72 b benutzt. Deren Sequenz wurde so gewählt, daß der 3‘-gelegene Bereich mit der Aus-
gangs-DNA hybridisieren konnte und der 5‘-Bereich z.B. für ein spezielles Epitop kodierte
oder eine ribosomale Bindungsstelle oder Restriktionsschnittstellen beinhaltete. Die amplifi-
zierte DNA wurde schließlich in entsprechende Vektoren kloniert.
Zur Deletion von DNA-Abschnitten innerhalb eines Moleküls wurden zwei PCR-
Schritte durchgeführt. Im ersten Schritt wurden die 5‘- und 3‘- gelegenen Bereiche der zu de-
letierenden Region so amplifiziert, daß diese Region genau zwischen dem 3‘- Primer des 5‘-
gelegenen Bereichs bzw. 5‘- Primer des 3‘-gelegenen Bereichs lagen. Diese beiden Primer
waren in einem überhängenden Bereich von mindestens 18 b komplementär zueinander. Die
erhaltenen DNA-Amplifikate wurden über ein Agarosegel gereinigt und jeweils ein Teil da-
von als Ausgangs-DNA für den zweiten PCR-Schritt gemischt. Dabei wurde mit den äußers-
ten 5‘-und 3‘-Primern eine weitere Kettenreaktion durchgeführt, die zu einem Molekül führte,
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2.2.2.20 Klonierung von PCR-Fragmenten
Zur Klonierung von PCR-Fragmenten wurden diese gelelektrophoretisch aufgetrennt
und das gewünschte Fragment aus dem Gel herausgeschnitten, isoliert, i.d.R. gespalten und in
Zielvektoren ligiert. Alternativ dazu wurden die PCR-Produkte mit Hilfe eines „PCR-Purifi-
cation Kits“ (Quiagen) aufgereinigt, der Thymidinrest-Überhang durch eine DNA-Polymeri-
sationsreaktion aufgefüllt, nochmals gereinigt und in die Ligationsreaktion eingesetzt.
2.2.2.21 Extraktion von RNA
Die Extraktion von RNA wurde mit dem Quiagen RNeasy-Kit durchgeführt. Sämtlichen
Lösungen wurde DEPC zugesetzt, Gelkammern, Kämme etc wurden mit Formamid behan-
delt. Bei der Lyse von Zellen wie auch bei der Extrakion wurde im wesentlichen nach den
Angaben des Herstellers verfahren. Anschließend wurde nach Zusatz von DNase und
10 x Puffer während einer Stunde bei 37 °C die DNA verdaut, die RNA nochmals mit dem
oben genannten Kit gereinigt und zur reversen Transkription eingesetzt.
2.2.2.22 Reverse Transkription von RNA
Die reverse Transkription wurde mit dem RT-PCR Kit (Stratagene) bewerkstelligt. Zwi-
schen 8 und 10 µg RNA wurden mit 300 ng Primer vermischt und für 5 min bei 65 °C inku-
biert um diesen Ansatz zum Anlagern der Moleküle binnen 10 min auf RT abkühlen zu las-
sen. Nach Zugabe von 10 x Puffer, Ribonuklease-Hemmer, 10 mM dNTPs (f.c.) und der Re-
versen Transkriptase wurde bei 37 °C während 1 h die cDNA transkribiert und danach die
RNA durch Kochen bei 95 °C für 5 min degradiert.
2.2.2.23 Zwei-Hybrid-System
Das Zwei-Hybrid-System erlaubt die Identifizierung von Protein-Protein-Wechselwir-
kungen in einem auxotrophen Hefestamm. Dieses Verfahren beruht auf der funktionellen
Komplementierung des Transkriptionsfaktors GAL4, der mit einem Köderprotein fusioniert
ist. Das Zielprotein ist mit einer fehlenden Untereinheit von Gal4 fusioniert. Kommt es zu ei-
ner Bindung, wird Gal4 aktiv. Er aktiviert zwei Reportergene: das b-Galaktosidase- und das
His3-Gen. Die b-Galaktosidaseaktivität kann durch einen enzymatischen Test nachgewiesen
werden. Die Produktion von His3 führt zum Verlust der Auxotrophie des Hefeklons gegen-
über Histidin. Auf diese Weise kann die Interaktion zweier Proteine nachgewiesen werden.
Bei der Anwendung des Zwei-Hybrid-Systems wurde, soweit nicht anders angegeben,
nach dem Protokoll der Firma Clontech vorgegangen.
2.2.3 Biochemische Methoden
2.2.3.1 Herstellung von Zellysaten aus Zellkulturen
Transfizierte oder untransfizierte Zellen wurden lysiert, indem ein Lysepuffer unter-
schiedlicher Zusammensetzung mit 1 % (v/v) Triton-X-100 oder NP-40 versetzt und auf dieMaterial und Methoden 31
Zellen gegeben wurde. Nach einer Lyse von 2 bis 30 min bei 4 °C wurde der Debris während
5 min bei 2000 g, dann die groben membranösen Anteile bei 15000 g binnen 30 min pelletiert
und verworfen. Der Überstand wurde direkt verwendet oder bei -196 °C schockgefroren und
bei -70 °C gelagert.
2.2.3.2 Herstellung von Zellysaten aus Organen
Die Organe wurden nach den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes entnommen und
sofort bei –196 °C schockgefroren. Sofort oder nach einer Lagerung bei –70 C wurden sie
unter Verwendung eines Homogenisators (Polytron) in Lysepuffer homogenisiert. Debris und
grobe membranöse Anteile wurden durch zwei Zentrifugationsschritte bei 2000 g für 5 min
und bei 15000 g für 30 min abgetrennt. Der verbleibende Überstand wurde sofort dem Expe-
riment zugeführt oder bei –196 °C schockgefroren und bei –70 °C gelagert.
2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration
Durch ein Bradford-Assay (Biorad) wurde die Messung der Proteinkonzentration an-
hand einer Standardkurve vorgenommen. In Löcher einer Mikrotiter-Assay-Platte wurde je
1 µl der Protein-Standardlösungen mit Konzentrationen zwischen 0,05 und 1 µg/µl, bzw. 1 µl
der zu messenden Proteinlösung pipettiert. Den Löchern wurden jeweils 9 µl H2O und 190 µl
BioRad-Färbesubstanz zugegeben, wonach die Extinktion bei einer Wellenlänge von 600 nm
im ELISA- Messgerät (Pharmacia) bestimmt und ausgewertet werden konnte.
2.2.3.4 Immunpräzipitation
500 µl Zellextrakt oder Organextrakt wurden mit 10 µl anti-HA-Antiköper (Santa Cruz)
versetzt und für 4 h bei 4 °C über Kopf geschüttelt. Dann folgte eine Zugabe von 10 µl Sepa-
rose A (Pierce) und eine weiter Inkubation bei 4 °C über Kopf, diesmal über Nacht. Anschlie-
ßend wurde 3 x 5 min gewaschen und sowohl die Sepharosekügelchen als auch Auszüge aus
den Waschschritten in Probenpuffer aufgenommen und auf Nitrozellulose überführt.
2.2.3.5 Wessel-Flügge-Fällung von Proteinen
Aus wässeriger Lösung können Proteine mit der Wessel-Flügge-Fällung konzentriert
werden. Dazu werden pro 100 µl Lösung 400 µl Methanol und nach kräftigem Schütteln
100 µl Chloroform zugesetzt. Nach abermaligem Schütteln werden 300 µl H 2O zugegeben,
wiederum geschüttelt und die Phasen bei 15000 g binnen 5 min in der Zentrifuge getrennt.
Die obere Phase wird verworfen, der unteren 300 µl Methanol zugesetzt und geschüttelt. Das
Präzipitat wurde in einem weiteren Zentrifugationsschritt (wie oben) pelletiert, an der Luft
getrocknet und entweder in Probenpuffer aufgenommen oder bei –70 °C gelagert.
2.2.3.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen
Proteine wurden grundsätzlich mit Hilfe diskontinuierlicher SDS-PAGE-Gele
(Laemmli, 1970) analysiert. Dabei wurden sie zunächst in einem niederprozentigen Sammel-Material und Methoden 32
gel fokussiert und in einem sich direkt anschließenden, höherprozentigen Trenngel ihrem
Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die Trenngellösung [6 - 12 % (g/v) Acrylamid;
0,16 - 0,32 % (g/v) N,N-Methylenbisacrylamid; 375 mM Tris-HCl pH 8,8; 0,1 % (g/v) SDS;
0,1 % (g/v) APS; 0,05 % TEMED (v/v)] wurde zwischen zwei, durch 1,5 mm dicke Abstand-
halter voneinander getrennte Glasplatten gegossen. Nach Überschichten mit Isopropanol ließ
man das Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Nach erfolgter Polymerisation entfernte man
das Isopropanol und goß die Sammelgellösung [4 % (g/v) Acrylamid; 0,1 % (g/v) N,N-Me-
thylenbisacrylamid; 125 mM Tris-HCl ph 6,8; 0,1 % (g/v) SDS; 0,1 % (g/v) APS; 0,1 %
TEMED (v/v)] direkt auf das Trenngel. Nach Einsetzen eines entsprechenden Taschenformers
ließ man das Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. Anschließend wurde das Gel in
eine Vertikalapparatur eingespannt und die Reservoirs mit Elektrophoresepuffer aufgefüllt.
Die Proben wurden mit Probenpuffer versetzt, zum Denaturieren 5 min auf 95 °C erhitzt und
nach Entfernen des Taschenformers in die Taschen des Gels transferiert. Nach Laden eines
Größenmarkers erfolgte die Elektrophorese bei 8 V/cm. Im Anschluß daran wurde die Prote-
ine mit Coomassie-Brilliantblau gefärbt oder auf eine Nitrozellulosemembran übertragen.
2.2.3.7 Coomassie-Brillantblau-Färbung von Proteinen
Proteine, die durch SDS-PAGE aufgetrennt worden sind, können durch Coomassie-
Brillantblau-Färbung sichtbar gemacht werden. Dazu wurde das Trenngel für 30 min in Fär-
belösung und darauffolgend in Entfärbelösung inkubiert bis die Proteine sichtbar wurden. An-
schließend wurde das Gel in einer Trockenapparatur unter Vakuum bei 80 °C getrocknet.
2.2.3.8 Proteinaufreinigung von Glutathion-S-Transferase (GST) -Fusionsproteinen
Hierbei handelt es sich um eine Ligandenaffinitäts-Chromatographie. Ein Sepharosekü-
gelchen ist mit Glutathion gekoppelt, an welches die Glutathion-S-Transferase mit hoher Af-
finität und Stabilität bindet. Liegt die GST als Fusionsprotein mit einem Köderprotein vor,
können Bindungspartner des Köderproteins aus einem Homogenat aufgereinigt werden.
Hierzu transformierte man die Vektoren pGEX (Kontrolle) und pGEX49, welches für
die Sequenz der Gephyrin-Bindungsstelle des GlyR als GST-Fusionsprotein kodiert, in Bakte-
rien und exprimierte danach entweder die Kontrolle GST, oder das Fusionsprotein GST49.
Nach mechanischer Lyse unter Zusatz von 1  mM PMSF in 1 x PBS wurde der Überstand
nach zwei Zentrifugationsschritten (jeweils 4000 und 15000 g) gereinigt. Dazu wurden 750 µl
Kügelchen dreimal im zehnfachen Volumen 1 x PBS gewaschen (Zentrifugation bei 500 g)
und mit dem Lysat im Überkopfschüttler über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Kügelchen wur-
den wiederum dreimal gewaschen und mit Elutionspuffer (10 mM Glutathion, 50 mM Tris-
HCl, pH 8.0) über eine Säule eluiert. Ein letzter Reinigungsschritt erfolgte bei einer Dialyse
in 5 l PBS über Nacht bei 4 °C. Die Konzentration wurde gemessen, ein Proteingel angefertigt
und mit Coomassie gefärbt. Nach Schockgefrieren bei –196 °C wurden die Proteine bei –
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20 µg (Fusionsprotein) bzw. 50 µg (Kontrolle) des Proteins wurden pro Experiment
eingesetzt. Hierzu wurde die bakterielle Proteinlösung bei 4 °C aufgetaut, mit 10 µl gewa-
schenen Kügelchen pro Ansatz versetzt und für 4 h über Kopf bei 4 °C geschüttelt. Nach
dreimaligem Waschen mit dem entsprechenden Lysepuffer (5 min, 500 g, 4 °C) wurde das
Zellysat zugegeben und 2 h bis über Nacht bei 4 °C über Kopf geschüttelt. Nach weiteren
Waschschritten (3-5 mal, 5 min, 500 g, 4 °C) wurde mit Probenpuffer eluiert. Sowohl vom
Ausgangsmaterial als auch von den letzten drei Waschschritten wurden jeweils Proben ent-
nommen, die zusammen mit dem Eluat über ein Gel aufgetrennt und dem Western Blot zuge-
führt wurden.
2.2.3.9 Kosedimentation von Proteinen mit Tubulin
Durch Kosedimentation von Proteinen mit polymerisiertem Tubulin kann eine Bindung
eines Proteins an Tubulin gezeigt werden (Gard und Kirschner 1987).
Hierzu wurden humane embryonale Nierenzellen (HEK-Zellen) mit den entsprechenden
Expressionsplasmiden transfiziert. Die Zellen wurden von den Schalen gekratzt und erst mit
PBS, dann mit PEM gewaschen und mit EM-Puffer zum Schwellen gebracht. Die Zellen
wurden während 2 min bei 500 g zentrifugiert und im Homogenisator zerrieben. Nach Zuset-
zen von 0.1 M Pipes, pH 6.6 (f.c.) wurde der Debris bei 2000 g während 5 min pelletiert und
verworfen. Nach Zusatz von monomerem Tubulin (Sigma) wird dieses in der Lösung polyme-
risiert indem man 1 mM GTP und 20 µl Taxol (Sigma) zugab und für 5 min bei 37 °C inku-
bierte. Die Kontrollen wurden bei 4 °C gehalten. Im Reaktionsgefäß wurde dann PEM/20 %
(v/v) Saccharose untergeschichtet und der Ansatz bei 15000 g für 20 min bei RT zentrifugiert.
Überstand und Pellet wurden daraufhin elektrophoretisch getrennt und nach Western geblot-
tet.
2.2.4 Immunologische Methoden
2.2.4.1 Immunoblotanalyse von Proteinen
Proteine können nach Auftrennung in einem SDS-Gel auf eine Membran übertragen
werden, um dort mit Hilfe von Antikörpern analysiert zu werden.
Zum Transfer von Proteinen auf Membranen wurde ein halbtrockenes oder ein nasses
Verfahren angewendet. Beim halbtrockenen Verfahren wurden die Graphitelektroden der
Blotkammer (Roth) mit Transferpuffer befeuchtet. Darauf wurden fünf Lagen befeuchtetes
3MM-Papier von der Größe des Gels, anschließend die befeuchtete Hybond-ECL-Membran B
(Amersham-Buchler, Braunschweig), das Gel und weitere fünf Lagen befeuchtetes 3MM-Pa-
pier gebracht. Der Transfer erfolgte bei 0,8 mA/cm für =120 min bei RT.
Zum Transfer im nassen System wurden zwei Lagen 3MM-Papier von der Größe des
Gels, dann die Hybond-ECL-Membran B und weitere zwei Lagen 3MM-Papier zwischen die
Spangen einer Gelhalterung geklemmt und in den puffergefüllten Transferkanister eingeführt.Material und Methoden 34
Die Überführung der Proteine auf die Membran erfolgte während einer Stunde bei einer
Stromstärke von 400 mA, ca. 100 mV.
Anschließend wurden unspezifische Bindungsstellen für den Antikörper durch Inkuba-
tion für 30 min bei RT oder 8 h mit 3 % (v/w) Milchpulver in PBS bei 4 °C abgesättigt. Die
Membran wurde dreimal mit 1 x PBS/3 % (v/w) Milchpulver für 5 min gewaschen. Der Pri-
märantikörper wurde darin 1 : 25 bis 1 : 10000 verdünnt und der Blot unter Schütteln bei RT
für 90 min mit der Antikörperlösung inkubiert. Danach wurde dreimal je 10 min mit
1 x PBS/3 % (v/w) Milchpulver gewaschen. Anschließend wurde in dem in
1 x PBS/3 % (v/w) Milchpulver auf 1:5000 verdünnten Peroxidase-konjugierten Sekundäran-
tikörper 1 h bei RT unter Schütteln inkubiert und wiederum dreimal je 5 min gewaschen.
Gleiche Teile der Detektionsreagentien wurden gemischt, der Blot darin 5 min inkubiert und
ein Röntgenfilm bis zu 30 min exponiert.
2.2.4.2 Immunfärbung
Die Auswertung der Färbungen erfolgte an einem konfokalem Laser Scanning Mikro-
skop (SLSM) der Firma Leica, bzw. Molecular Dynamics mit 40-, 63- und 100fach vergrö-
ßernden Objektiven und auf die Farbstoffe angepaßten Prismen- bzw. Filtereinstellungen.
2.2.4.2 Computerprogramme
Zur Analyse von Daten, zur Bearbeitung von Bildern, zur Erstellung von Vortragsmate-
rialien und zu Büro- und Schreibarbeiten wurden folgende Computerprogramme eingesetzt:
Microsoft Office 98; 2000; 2001, Canvas 3.5.3; 5; 6; 7, Adobe Photoshop 6.0, Adobe
Illustrator 9.0, Image Space, TCS-NT, Netscape Communicator, Mac Vector, Acrobat Rea-
der 3.0; 4.0, Microsoft Powerpoint, sowie verschiedene Hilfsprogramme zum Laden, Sichern
und Codieren von Dateien.Ergebnisse 35
3. Ergebnisse
3.1 Kartierung der Bindungsstelle Gephyrins für den GlyR
3.1.1 Gephyrin P1 bindet an GST-b49 Fusionsprotein
Um die Struktur, Funktion und Entstehung der glyzinergen postsynaptischen Speziali-
sierungen verstehen zu können, ist die Untersuchung der Bindungseigenschaften von Gephy-
rin unerläßlich. Frühe Untersuchungen hatten gezeigt, daß Gephyrin ausschließlich an die b-
Untereinheit des GlyR bindet. Dort konnten 49 Aminosäuren (As) identifiziert werden, wel-
che die Bindungsstelle für Gephyrin umfassen (Meyer et al., 1995). Innerhalb dieser Sequenz
liegt eine Abfolge von 18 As, deren hydrophobe Reste für die Bindung benötigt werden
(Kneussel, et al., 2000). Die Region Gephyrins, die für die Bindung an den GlyR verantwort-
lich ist, konnte bislang allerdings noch nicht eingegrenzt werden. Diese Fragestellung soll im
Folgenden im Mittelpunkt stehen.
Um die Bindungsstelle Gephyrins für den GlyR einzugrenzen, wurde ein biochemisches
Bindungsassay etabliert (Abb. 1). Es basiert auf der Bindung des zu untersuchenden Proteins
an ein Fusionsprotein mit der Glutathion-S-Transferase (GST), die in einem weiteren Schritt
an Sepharose-immobilisiertes Glutathion bindet.
Hierzu wurde die cDNA der 49 As der GlyR b-Untereinheit, die an Gephyrin binden, in
einem bakteriellen Expressionsvektor  mit der Glutathion-S-Transferase fusioniert (Meyer et
al., 1995). Dieses Konstrukt (GST-b49) wurde in Bakterien transformiert und das Fusions-
protein exprimiert. Nach Lyse der Bakterien wurde es aufgereinigt. In einem weiteren Vorbe-
reitungsschritt wurde entweder Gephyrin, ein Fragment oder eine Mutante Gephyrins in einen
eukaryontischen Expressionsvektor kloniert, und das Konstrukt in HEK-Zellen mittels der
Kalzium-Phosphat-Methode transfiziert. Nach Expression des Polypeptides wurden die Zellen
lysiert und ein Teil der zytosolischen Fraktion auf einen Ansatz von Glutathionsepharose-
immobilisiertem GST-b49-Fusionsprotein gegeben. Durch die Kopplung an Sepharose kann
der Komplex aus gebundenen Proteinen sedimentiert und so vom Überstand getrennt werden.
Nach Inkubation, mehreren Waschschritten und Elution mit SDS-Probenpuffer konnten
Gephyrin-Fragmente, die in der Lage waren an GST-b49 zu binden, im Immunoblot nachge-
wiesen werden. Zur Kontrolle wurde unfusionierte Glutathione-S-Transferase (GST) verwen-
det, mit der genauso verfahren wurde (siehe auch Kapitel 2).
Zunächst wurde das Bindungsassay mit der wt-Gephyrin-Version P1 (Prior et al., 1991)
etabliert ( Abb.  1). Dazu wurde dieser Klon in den eukaryontischen Expressionsvektor
pCDNA3 (Invitrogen) subkloniert und mit verschiedenen Markierungen versehen. Für die
Experimente in  Abb. 1A wurde wt-Gephyrin N-terminal mit einem Epitop aus einem Hüll-Ergebnisse 36
protein des vesikulären Stomatitis Virus (VSV) zur Detektion im Immunoblot markiert
(P1vsv; Spuren 1-6).
Abb. 1 : Gephyrin P1 bindet spezifisch an die 49 As der Bindungsstelle des GlyR.
GST-basierendes Bindungsassay mit GST-b49 und unterschiedlich markiertem Gephyrin aus
HEK-Zellextrakten (Beschreibung im Text). Gezeigt sind Immunoblots gegen angegebene Epi-
tope.
A: P1vsv in der zytosolischen Fraktion der HEK-Zellen; Spuren 2 und 5: dritte Waschfraktion; Spu-
ren 3 und 6: Elution von GST (3) bzw. von GSTb-49 (6) -beladener Separosematrix.
B: Unmarkiertes (P1; Spur 7), flag-markiertes (P1flag; Spur 8) und GFP-markiertes Gephyrin
(GFP-P1; Spur 9) binden in vergleichbarer Weise an das GST-b49 Fusionsprotein.
Nachweis über monoklonale anti-VSV- (P1vsv), anti-Geph- (P1), anti-flag- (P1flag) bzw.
polyklonale anti-GFP-Antikörper (GFP-P1) als Erstantikörper; Zweitantikörper: anti-Maus-HRP
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Bei Verwendung von zytosolischen HEK-Zell-Extrakten, die rekombinantes Gephyrin
P1vsv enthielten, zeigte sich eine deutliche und saubere Bande im Immunoblot der Zellex-
trakte (Abb. 1A, Spur 1 und 4). Es wurde keine unspezifische Bande detektiert. Nach drei
Waschschritten war kein immunreaktives Protein mehr im Überstand vorhanden (Spuren 2
und 5). In der Kontrolle war nach Elution keine unspezifische Bindung an die Sepharose,
Glutathione oder die GST-beladene Sepharose nachweisbar (Spur 3). Beim Einsatz des GST-
b49-Fusionsprotein allerdings zeigte sich nach Elution eine sehr prominente Bande in der er-
warteten Größe. Mit diesem Ansatz ist man also in der Lage, die Bindung von VSV-markier-
tem Gephyrin P1 an GST-b49 effizient und spezifisch nachzuweisen.
In einem weiteren Schritt wurden unterschiedlich markierte Varianten des Gephyrin-
Wildtyps auf Bindung an den GlyR untersucht (Abb.  1 B). Unmarkiertes Gephyrin (P1;
Spur 7) oder mit einem C-terminalen flag-Epitop (P1flag; Spur 8) versehenes Gephyrin zeigte
ebenso eindeutige Bindung an den GlyR wie ein Fusionsprotein aus dem Grün-Fluoreszieren-
den Protein (GFP) und Gephyrin P1 (GFP-P1; Spur 9). Bei diesem Konstrukt wurde Gephyrin
P1 in den Vektor pEGFP-N3 an den C-Terminus von GFP fusioniert Das Molekulargewicht
dieses Fusionsproteins beträgt etwa 118 kDa.
In Abb. 1 B konnte gezeigt werden, daß auch wt-Gephyrin in diesem Untersuchungs-
system spezifisch an die zytoplasmatische Bindungssequenz der GlyR-b Untereinheit bindet.
In einigen Fällen wurde eine Doppelbande detektiert. Dies läßt sich möglicherweise auf
posttranslationale Modifikationen zurückführen, wie z.B. Phosphorylierungen. Auch flag- und
VSV-markiertes sowie GFP-fusioniertes Gephyrin banden spezifisch an GST-b49. Die Kon-
trollen sowie die Waschschritte entsprachen denen in Abb. 1 A gezeigten und wiesen keiner-
lei immunreaktive Banden auf. Einzig in Spur 9, dem Eluat des Ansatzes GFP-P1 sind schwa-
che unspezifische Banden zu erkennen. Der Größenunterschied ist auf die Fusionierung mit
GFP zurückzuführen und wurde so erwartet. Bei allen anderen Ansätzen wurde nur eine pro-
minente Bande der erwarteten Größe detektiert. Unspezifische Banden traten nicht auf.
Offensichtlich ist wt-Gephyrin bei jeder hier verwendeten Markierung in der Lage,
hochreproduzierbar an ein Fusionsprotein bestehend aus GST und der Bindungsstelle der
GlyR-b Untereinheit für Gehyrin zu binden. Somit ist dieses in vitro System für weiterfüh-
rende Experimente  zur Identifizierung und zur Eingrenzung der Bindungsstelle geeignet.
3.1.2 Affinitätsaufreinigung von Gephyrin
Eine Besonderheit fiel zunächst bei Untersuchung der unmarkierten Gephyrin P1-Ver-
sion auf (Abb. 2). Beim Einsatz der zytosolischen Fraktion P1-exprimierender HEK-Zellen
konnte zunächst keine Gephyrin-Bande mit dem anti-Gephyrin-Antikörper (anti-Geph) de-
tektiert werden (Abb. 2, Spur 1 und 4). In diesem Fall befand sich die Gephyrinkonzentration
unter der Nachweisgrenze. In den Waschfraktionen konnte dementsprechend auch kein Pro-Ergebnisse 38
tein nachgewiesen werden (Spuren 2 und 5), das Eluat der Kontrolle war ebenfalls ohne Ver-
unreinigungen (Spur 3). Im Bindungsassay konnte jedoch eine starke Anreicherung von
Gephyrin durch dessen Bindung an GST-b49 beobachtet werden (Spur 6).
Abb. 2: Durch die Bindung an GST-b49 läßt sich Gephyrin aufreinigen.
HEK-Zellen wurden mit unmarkiertem wt-Gephyrin P1 transfiziert und die Extrakte im Bindung-
sassay eingesetzt. Durchführung wie beschrieben. Links: GST-Kontrolle, Rechts: GSTb-49; Spu-
ren 1 und 4: Extrakte, Spuren 2 und 5: dritte Waschfraktionen, Spuren 3 und 6: Eluate. Erstanti-
körper: anti-Geph; Zweitantikörper: anti-Maus-HRP.
Hier wurde also nicht nur die Bindung von Gephyrin an den GlyR gezeigt, es konnte
zudem Gephyrin aufgrund seiner Affinität für die GlyR-Bindungstelle angereichert werden.
Dadurch kann Gephyrin und dessen Fragmente auch dann auf Bindung an die GlyR-
Bindungsstelle getestet werden, wenn nur geringe Expression vorliegt oder ein schwach bin-
dender Antikörper verwendet wird.
3.1.3 Der N-Terminus Gephyrins bildet die Bindungstelle für den GlyR
Um im Folgenden die Bindungsstelle Gephyrins für den GlyR zu finden, wurden ver-
schiedene Fragmente und Deletionsmutanten Gephyrins mittels des oben beschriebenen As-
says auf Bindung an das GST-b49 Fusionsprotein getestet.
Eine Übersicht über die zur Bearbeitung dieser Fragestellung hergestellten und benutz-
ten Teilkonstrukte und Mutanten Gephyrins findet sich unter Angabe von Markierung, relati-
ver Lage und Größe in der Reihenfolge ihres Einsatzes in Abb. 3Ergebnisse 39
Abb. 3: Übersicht über die verwendeten Deletionskonstrukte Gephyrins.
Schematische Darstellung mit Bezeichnung und Angabe der kodierten Aminosäuren, sowie der
Epitopmarkierung und der relativen Lage und Größe. Angaben der As beziehen sich auf Gephyrin
P1. Zum Vergleich sind oben die Homologieregionen Gephyrins schematisch dargestellt. GFP:
Grün Fluoreszierendes Protein; VSV: Vesiculärer Stomatitis Virus; HA: Hämaglutinin.
Zunächst wurden drei Fragmente auf Bindung an den GlyR untersucht, deren Kon-
struktion sich auf die Homologieregionen Gephyrins bezieht. P11-184 umfasst die N-terminale
Region, die homolog zum bakteriellen Protein MogA ist, P1348-736 repräsentiert die C-termi-
nale Region, homolog zum bakteriellen Protein MoeA, P1144-357 schließlich umfaßt die zent-
rale Verbindungsregion Gephyrins, die keine Homologie zu bekannten Proteinen aufweist
(für Erläuterungen siehe Kapitel 1). Die Fragmente wurden in den Expressionsvektor
pCDNA3 kloniert. Zur Markierung wurde jeweils ein VSV-Epitop, für P11-184 ein HA-Epitop
eingefügt (siehe Abb. 4).Ergebnisse 40
Abb. 4: Der N-terminale Bereich Gephyrins bindet an den GlyR.
Drei Fragmente Gephyrins P11-184, P1348-736, und P1144-357 wurden auf ihre Bindung and GST-b49
getestet. Durchführung wie beschrieben. Gezeigt sind Immunoblots der angegebenen Fraktionen.
Linker Block: GST-Kontrolle; rechter Block: GST-b49. Spuren 1 und 4: Heterolog exprimiertes
Fragment im Extrakt; Spuren 2 und 5: dritte Waschfraktion; Weiterhin: Elutionsfraktionen von
GST (3) bzw. von GSTb-49 (6). Nachweis über anti-VSV-Antikörper (P1144-357; P1348-736), bzw.
über ant-HA-Antiköper (P11-184). Zweitantikörper: anti-Maus-HRP, für P11-184  anti-Kaninchen-
HRP.
Die Fragmente wurden mit vergleichbarer Effizienz in HEK-Zellen exprimiert (Abb. 4:
Der N-terminale Bereich Gephyrins bindet an den GlyR.). Sowohl in der dritten Waschfrak-
tion als auch im Eluat der GST-Kontrolle waren keine unspezifischen Bindungen und keine
bzw. kaum Verunreinigungen nachzuweisen (Spuren 2 und 5; Spur 3).
Die Ergebnisse der Bindungsstudie sind eindeutig: Das C-terminale Fragment P1348-736
zeigt keinerlei Bindungsaktivität. Demgegenüber gut zu erkennen sind die Banden von P11-184
und im Eluat vonP1144-357 GST-b49. Beide Fragmente sind in der Lage an die b-Untereinheit
des GlyR zu binden, wobei das N-terminale Fragment offensichtlich effizienter zu binden
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Aus diesen Experimenten wird deutlich, daß die wichtigen As-Reste Gephyrins, welche
die Bindung an den GlyR vermitteln, im Bereich zwischen den Aminosäuren 144 und 184
liegen sollten, den überlappenden Aminosäuren der Fragmente P11-184 und P1144-357.
Zur Kontrolle, und um die Bindungsregion weiter einengen zu können, wurden zusätzli-
che Fragmente und Mutanten Gephyrins untersucht (siehe Abb. 5). Die Fragmente P11-166 und
P1155-736 wurden ebenso wie ein weiteres C-terminales Fragment (P1419-736) und eine Deleti-
onsmutante, bei der sich die beiden Homologiedomänen für MogA und MoeA direkt hinter-
einander befinden (P1D184-307), in den Expressionsvektor pCDNA3 kloniert, in HEK-Zellen
exprimiert und auf Bindung an GST-b49 Fusionsprotein getestet (siehe Abb. 5 ).
Die Expressionseffizienzen bzw. Stabilitäten dieser Fragmente in den HEK-Zellen wa-
ren sehr unterschiedlich Das Fragment P11-166 wurde sehr stark exprimiert, P1419-736 ähnlich
wie der Wildtyp. Von den Fragmenten P1155-736 und P1D184-307 waren nur recht schwache Ban-
den sichtbar. Auch bei diesem Experiment waren sämtliche Waschfraktionen und Kontrollen
ohne Verunreinigungen oder unspezifische Banden im Immunoblot (Abb.8, Spuren 2, 3, 5).
1 2 3 4 5 6
Abb. 5: Ein großer Bereich im N-Terminus Gephyrins vermittelt die Bindung an den GlyR.Ergebnisse 42
Drei weitere Fragmente Gephyrins (P11-166,P1155-736, P1419-736) und eine Deletionsmutante
(P1D184-307) wurden auf ihre Bindung an das GST-b49 Fusionsprotein getestet. Durchführung wie
beschrieben. Gezeigt sind Immunoblots der angegebenen Fraktionen.  Linker Block: GST-Kon-
trolle; rechter Block: GST-b49. Spuren 1 und 4: Zytosolische Fraktion; Spuren 2 und 5: dritte
Waschfraktion; Spuren 3 und 6: Elution von GST (3) bzw. von GST-b49 (6) beladener Glutathi-
onseparose. Nachweis über anti-Geph-Antikörper (P1155-736, P1419-73, P1D184-3076) und anti-VSV-
Antikörper (P11-166). Zweitantikörper: anti-Maus-HRP; für P1140-186GFP: anti-Kaninchen-HRP.
Das Fragment P1155-736 konnte nie im Extrakt der HEK-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 5, Spur 3). Allerdings wurde im Eluat des Ansatzes mit GST-b49 eine deutliche Bin-
dungsreaktion nachgewiesen. Es zeigte sich eine Doppelbande in der erwarteten Größe. Eine
Doppelbande wurde auch zuweilen beim Nachweis von wt-Gephyrin detektiert. Darüber hin-
aus fanden sich hier noch weitere Banden in der Größe von wt-Gephyrin, sowie eine Bande
im niederen molekularen Bereich. Möglicherweise wurde ein Anteil HEK-zelleigenen Gephy-
rins mit aufgereinigt. Auch die Deletionsmutante P1D184-307 wurde nur relativ schwach expri-
miert, war aber im Extrakt noch detektierbar und wurde durch GST-b49 aufgereinigt. Ein
weiteres C-terminales Fragment (P1419-736) zeigte sich hier nicht in der Lage, an das GST-b49
Fusionsprotein zu binden und bestätigt damit den Befund aus Abb. 4. Desweiteren wurde be-
obachtet, daß das Fragment bestehend aus den As-Resten 1-166 nicht an die GlyR-Bindungs-
stelle bindet. Offenbar liegen wichtige Elemente, die zur Bindung an den GlyR notwendig
sind, außerhalb dieses Bereiches der Primärstruktur. Es wurden weiterhin kleinere Fragmente
generiert und mit GFP fusioniert. Unfusionierte Fragmente dieser Größe sind erfahrungsge-
mäss in der Zelle nicht stabil und wurden deshalb nicht eingesetzt. Keines dieser Fragmente
war bindungsfähig. Diese Fragmente Gephyrins waren offensichtlich zu kurz um eine Bin-
dung mit dem GlyR ein zu gehen. (nicht gezeigt).
Auch in dieser Untersuchung bestätigte sich, daß der C-Terminus Gephyrins nicht an
den GlyR bindet, sondern allein jene Fragmente, welche die Aminosäuren 166-184 beinhal-
ten. Offensichtlich ist nur ein größerer Aminosäureabschnitt dieser Region in der Lage, ho-
chaffin an den GlyR zu binden.
Deshalb wurden im folgenden Deletionsmutanten angefertigt und untersucht, denen die
Aminosäuren 166-184 Gephyrins fehlen ( Abb. 6). Die Deletionsmutanten P1D183-203 und
P1D161-203 wurden mit einem PCR-basierten Mutageneseansatz hergestellt und in den Vektor
pCDNA3 einkloniert (siehe Kapitel 2). Sie wurden mit einem VSV-Epitop am N-Terminus
zum leichteren Nachweis versehen.Ergebnisse 43
Abb. 6: Mutanten ohne As 166-184 sind in der Lage an den GlyR zu binden.
Zwei Deletionsmutanten Gephyrins, P1D183-203 und P1D161-203, wurden auf ihre Bindung an das
GST-b49 Fusionsprotein getestet. Durchführung wie beschrieben. Die Mutanten sind VSV-mar-
kiert. Gezeigt sind Immunoblots der angegebenen Fraktionen. Linker Block: GST-Kontrolle;
rechter Block: GST-b49. Spuren 1 und 4: Heterolog exprimiertes Fragment im Extrakt; Spuren 2
und 5: dritte Waschfraktion; Spuren 3 und 6: Elution von GST (3) bzw. von GST-b49 (6) belade-
nen Sepharosekügelchen. Nachweis über anti-VSV-Antikörper. Zweitantikörper: anti-Maus-HRP.
Auch diese Deletionsmutanten wurden nur sehr schwach exprimiert (Abb. 6). Im Ex-
trakt selber ließen sich die Mutanten nicht nachweisen. Allerdings läßt sich an der prominen-
ten Bande im Eluat eine starke Aufreinigung durch GST-b49 erkennen. Die Fraktionen aus
den Waschgängen und den Kontrollen sind frei von Signalen.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß die bei diesem Experiment deletierten Amino-
säuren zwar an der Bindung Gephyrins an den GlyR beteiligt sind. Jedoch verbleibt nach de-
ren Deletion noch ausreichend Bindungsaktivität anderer As-Reste, um nachweisbare Bin-
dung zu vermitteln. Aus den hier gewonnenen Daten läßt sich schließen, daß die an der GlyR-
Bindung beteiligten As-Reste über einen weiten Bereich im N-Terminus verteilt sind. Offen-
sichtlich bilden voneinander entfernt liegende As die Bindungsstelle, wahrscheinlich über die
Formierung einer komplexen tertiären Struktur. Die Entfernung beteiligter As-Reste hat des-
halb nicht immer den Verlust der Bindungsfähigkeit zur Folge. Das Fragment P11-184 ist also
das kürzeste Fragment Gephyrins, das den GlyR binden kann.Ergebnisse 44
Als weiteres wurden verschiedene Mengen an Lysat eingesetzt, das P11-84 enthielt (siehe
Abb. 7).
Abb. 7: Sensitivität des Bindungsassays mit P11-184.
Verschiedene Verdünnungen des Extraktes aus mit P11-184 –transfizierten HEK-Zellen wurden im
Bindungsassay mit GST-b49 eingesetzt. Angegeben ist die Gesamt-Proteinkonzentration der Ver-
dünnungen von 1 mg (Spur 1), 5 mg (Spur 2) bis 10 mg (Spur 3) P11-184-haltiger zytosolischer HEK-
Extrakte. Durchführung wie beschrieben. Erstantikörper: anti-HA; Zweitantikörper: anti-Kanin-
chen-HRP.
Um eine Verdünnungsreihe mit P11-184 anzufertigen, wurden verschiedene Protein-Kon-
zentationen von HEK-Fibroblasten, die P11-184  enthielten hergestellt und auf Bindung an
GST-b49 getestet (Abb. 7). Die Zunahme der Bandendicke bei Erhöhung der Proteinmenge
war eindeutig zu erkennen. Schon bein Einsatz eines Mikrogrammes zeigte sich eine eindeu-
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Im Folgenden wird die Bindungsaktivität der untersuchten Fragmente und
Deletionsmutanten nochmals zusammengefasst (Abb.8):
Name      Bindung
Abb. 8: Darstellung der eingesetzten Fragmente und Mutanten Gepyhrins
mit Angabe des Namens, der relativen Größe und Lage zu Gephyrin P1 und ihres Bindungsver-
haltens in der Reihenfolge des Einsatzes. Zum Teil wurden die gleichen Konstrukte für vorange-
gangene Untersuchungen eingesetzt. Siehe Kapitel 6 für eine Zusammenstellung aller Konstrukte.
Offensichtlich ist ein die Aminosäuren 166-184 C- oder N-terminal flankierender Be-
reich Gephyrins nötig, um eine Bindung zu vermitteln. Möglicherweise befindet sich in die-
sem Bereich eine Region mit besonderer sekundärer Struktur. Eine Computeranalyse zur
Struktur der Bindungsregion ist in Abb. 9 gezeigt.
Abb. 9: Vorhersage über die Struktur der GlyR-bindenden Sequenz Gephyrins
nach Kyte-Doolitle. Untersucht wurden die As 155 bis 185. Zwischen As 164-176 wird eine
amphiphatische Helix als wahrscheinliche Sekundärstruktur voraussgesagt.
Eine Computeranalyse legt als Sekundärstruktur eine amphiphatische a-Helix im Be-
reich der bindungsaktiven Region nahe (Abb. 9). Vermutlich ist eine solche Struktur bei derErgebnisse 46
Bindung Gephyrins an den GlyR beteiligt. Sämtliche Untersuchungen bezüglich bekannter
Domänen in verschiedenen Datenbanken mit verschiedenen Algorythmen zeigten keinerlei
Ähnlichkeiten zu bekannten funktionellen Protein-Domänen.
Zusammengefaßt lässt sich sagen, daß eine für die GlyR-bindung wichtige Region am
N-Terminus Gephyrins liegt. Ein zentraler Bereich befindet sich zwischen As 155 und 184.
Für diesen Bereich wird eine amphiphatische a-Helix vorhergesagt. Diese ist wahrscheinlich
wesentlich an der Bindung Gephyrins an den GlyR beteiligt, aber nicht als alleiniges Element
verantwortlich. Offenbar handelt es sich hier nicht um eine lineare kurze Bindungsstelle, son-
dern um einen längeren Bindungsbereich, bei dem auch räumliche Strukturen zur Bindung
beitragen.
3.2 Aufreinigung verschiedener Gephyrin-Varianten
Ursprünglich wurde Gephyrin aus Hirn zusammen mit dem GlyR aufgereinigt (Pfeiffer
et al., 1982). Später wurde im ZNS alternatives Spleißen des Gephyrin-Primärtranskriptes im
Bereich der 5’-Region nachgewiesen. Hinweise auf Expression Gepyhrins in anderen, nicht-
neuronalen Geweben wurden durch Northern Blot-Untersuchungen gewonnen (Prior et al.,
1992). Später wurden unterschiedlich große Gephyrin-Transkripte in Niere, Lunge und der
Leber entdeckt (Ramming et al., 2000). Es ist daher wahrscheinlich, daß das Molekularge-
wicht des Gephyrin-Proteins in verschiedenen Zellen variiert und auch mehrere Varianten im
gleichen Gewebe vorkommen können.
Weitere Hinweise auf die mögliche Existenz verschiedener Gephyrin-Polypeptide erga-
ben sich aus Arbeiten über die Funktion Gephyrins in der MoCo-Synthese. Dabei zeigte sich,
daß der N-Terminus der Gephyrin-Variante P1 (P11-419) eine funktionelle Rolle in der MoCo-
Synthese bei Arabidopsis übernehmen kann. Das Vollängenprotein Gephyrin P1 (P11-736) war
hierzu jedoch nicht in der Lage (Stallmeyer et al., 1999). In Gephyrin-defizienten Mäusen
sind jene Enzyme ohne Funktion, die einen Molybdän-Kofaktor benötigen (Feng et al., 2000).
Offensichtlich ist Gephyrin für die MoCo-Synthese essentiell. Möglicherweise wird in Zellen,
die diesen Kofaktor synthetisieren, eine Gephyrin-Version exprimiert, die nicht der Version
P1 entspricht, jedoch im Syntheseweg des Kofaktors mitwirkt.
Bislang sind Gephyrin-Proteine in anderen Organen als dem ZNS nicht nachgewiesen
worden. Seit kurzem ist ein neuer Antikörper kommerziell erhältlich (anti-Geph, Transduction
Lab). Er hat sein Epitop im C-Terminus zwischen As 528 und 736 und detektiert Gephyrin im
Immunoblot sehr effektiv. Mit diesem Antikörper sollte Gephyrin und dessen Varianten auch
in anderen Organen als dem Hirn nachweisbar sein.
Um Varianten Gephyrins zu finden, wurden Organe der adulten Ratte entnommen. So-
fort nach Entnahme wurden sie in einen tritonhaltigen Lysepuffer gegeben, der mit einem
Cocktail aus verschiedenen Proteinaseinhibitoren versetzt war, und homogenisiert. Bei Unter-Ergebnisse 47
suchung dieser Triton-Extrakte im Immunoblot zeigten sich bei Niere, Lunge, Testis und Milz
keine detektierbaren Gephyrin-Banden. Bei Leber, Hirn, Herz Muskel und Retina waren al-
lerdings deutliche, teils schwache Banden zu entdecken (Abb. 10, Spuren 1-5). Neben der
bekannten Größe von 93 kDa, die alle erwähnten Ansätze zeigten, wurden immunoreaktive
Proteine verschiedener Größen detektiert. Retina, Muskel und Herz und Leber zeigen eine
Bande von 60 kDa. Im Herzen findet sich sehr schwarch eine Gephyrinvariante von 52 kDa,
in der Leber konnten weitere Banden von 52, 54 und 56 kDa festgestellt werden. Somit
konnten in diesen Organen erstmals kürzere Varianten von Gephyrin entdeckt werden.
Abb. 10: Verschiede Gephyrine können in einigen Organen nachgewiesen werden.
Immunoblot mit dem monoklonalen Antikörper gegen die C-terminale Region von Gephyrin (anti-
Geph, Transduction Lab) zeigt Gephyrine mit unterschiedlichem Molekulargewicht in Gewebeex-
trakten der adulten Ratte. Nur in den gezeigten Organen Leber, Hirn, Herz, Muskel und Retina
konnte Gephyrin detektiert werden. Extrakte anderer Organe zeigten keine Färbungen im Immu-
noblot. Präparation der Proben wie oben und in Kapitel zwei angegeben. Erstantikörper: anti-
Geph; Zweitantikörper: anti-Maus-HRP.
In vorigen Kapiteln wurde ein Bindungsassay mittels des GST-b49 Fusionsproteins be-
schrieben, welches in der Lage ist, heterolog exprimiertes Gephyrin über dessen Bindung an
den GlyR mit hoher Affinität anzureichern (siehe Abb. 2 und Kapitel 2). Im Folgenden fand
dieses System zur Anreicherung von Gephyrin aus Triton-Extrakten aus Organen der adulten
Ratte Verwendung (siehe Abb. 11).
Um die Anzahl der GST-b49-bindenden Proteine abschätzen zu können, wurden die
Proteinbanden nach Auftrennung zunächst mit Silberfärbung sichtbar gemacht. Die Extrakte
zeigten ohne Aufreinigung eine nicht auflösbare Bandendichte (Spur 1), nach Aufreinigung
mit GST-b49 Fusionsprotein wurden weitaus weniger (‡ 12) Banden sichtbar (Spur 2). Die
Kontrolle, Aufreinigung mit GST (Spur 3), zeigte keine eluierte Bande.Ergebnisse 48
Abb. 11: Aufreinigung von Proteinen der glyzinergen postsynaptischen Membran.
Homogenate des Hirns adulter Ratten wurden entweder direkt aufgetragen (1) oder mit GST-b49
(2) oder GST als Kontrolle (3) aufgereinigt und mit Silberfärbung detektiert. Extraktion und Bin-
dungsassay wie beschrieben.
Diese Methode der Aufreinigung ist also in der Lage, Proteine aus Triton-Extrakten von
Organen aufzureinigen (Abb. 11). Im Folgenden wurde daher unter Einsatz dieses Bindung-
sassays getestet, ob aus verschiedenen Organextrakten der adulten Ratte unterschiedliche
Gephyrin-Varianten aufgereinigt werden können (Abb. 12).
Abb. 12: Anreicherung von Gephyrinvarinaten
Die angegebenen Organe wurden adulten Ratten entnommen und Tritonextrakte hergestellt. Nach
Extraktion wurde der Zellextrakt einer Anreicherung durch das GST-Bindungsassays unterworfen.
Präparation der Proben und GST-Bindungsstudien wie beschrieben. Erstantikörper: anti-Geph;
Zweitantikörper: anti-Maus-HRP.Ergebnisse 49
Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 12 dargestellt. In jedem untersuchten
Gewebe wurden Gephyrin-Moleküle unterschiedlicher Größe entdeckt. Auffällig war hierbei,
daß in allen Geweben, einschließlich Hirn, mindestens eine Bande zu detektieren war, die
nicht der bislang bekannten Größe von 93 kDa entsprach. So konnten im Hirn Banden von 52
und 60 kDa aufgereinigt werden. Darüberhinaus konnten Banden folgenden Molekularge-
wichts (in kDa) gefunden werden: 52, 60 und 93 im Herzn; 52 und 75 in der Niere; 52, 56, 60
und 93 im Skelettmuskel; 52, 56, 60, 91 und 93 in der Lunge; eine nur schwache Bande von
52 und eine prominente bei 93 kDa in Testis; in der Retina konnten Banden von 52 und
93 kDa, und in der Milz von 54, 60, 91 und 93 kDa (Abb. 12), detektiert werden.
Zur Kontrolle wurde jeweils nach dem letzten von fünf Waschgängen eine Probe der
Waschfraktion entnommen und im Immunoblot untersucht, zusätzlich wurden Kontrollen mit
unfusioniertem GST angefertigt. Es zeigte sich jeweils keinerlei Banden. Als weitere Kon-
trollen wurden Extrakte der Leber, als stoffwechselaktivstem Organ, und des Hirns mit wech-
selnden Mischungen von Proteinaseinhibitor mit GST-b49 Fusionsprotein inkubiert, von der
Sepharosematrix eluiert und im Immunoblot untersucht (siehe Abb. 13).
Aus Abb. 13, der Darstellung dieser Kontrollen, wird deutlich, daß die verschiedenen
Banden nach Aufreinigung höchstwahrscheinlich nicht durch Abbau Gephyrins entstanden,
da die selben Banden wie in Abb. 12 zu detektieren waren. Im Falle von Proteolyse wäre un-
ter den verwendeten in vitro -Bedingungen ein verändertes Bandenmuster zu erwarten gewe-
sen.
Abb. 13: Kontrolle mit verschiedenen Kombinationen von Proteinaseinhibitoren.
Gezeigt sind Eluate aus Gephyrin-Aufreinigungen mit GST-b49 Fusionsprotein aus Leber (1-3)
und Hirn (4-5). Lyse der Gewebe ohne (Spur 1) bzw. mit verschiedenen Mixturen von Proteina-
seinhibitoren (PI) hat keinen Einfluß auf das Bandenmuster. PI: Mischung aus Antipain, Aproti-Ergebnisse 50
nin, Bestatin, Bestatin, Chymostatin, Leupeptin, Pepstatin, Phosphoramidon, Pefabloc SC in vom
Hersteller nicht angegebenen Konzentration (Roche Molecular Biochemicals).
Selbst bei Durchführung des Bindungsassays ohne Proteinaseinhibitoren ( Abb. 13,
Spur 1) zeigen sich die Banden ebenso stabil wie bei Verwendung einer vollständigen Kom-
bination von Proteinaseinhibitoren. Besonders interessant sind die Ansätze mit bzw. ohne
Ca
2+-Chelatoren bei Leber (Spuren 2 und 3) und Hirn (Spuren 4 und 5). Da die Bildung sy-
naptischer GlyR-Aggregate aktivitätsabhängig ist, und in diesem Rahmen abhängig vom
Ca
2+- Einstrom in die Zelle (Kirsch und Betz, 1999), wäre es möglich, daß die Konzentration
von Ca
2+ in der Zelle Auswirkungen auf die Bindungsaktivität Gephyrins hat. Das ist jedoch
offensichtlich nicht der Fall.
Man kann also aus den Ergebnissen dieser Experimente schließen, daß die gezeigten
immunoreaktiven Proteine verschiedene Variationen Gephyrins repräsentieren. Hiermit ist es
erstmals gelungen, Protein-Varianten Gephyrins aus verschiedenen Geweben nachzuweisen.
3.4 Anreicherung von Komplexen aus GlyR, Gephyrin und
        Collybistin
Postsynaptische Membranspezialisierungen bestehen aus einem Komplex vieler Prote-
ine, die in Genese, Struktur, Aufrechterhaltung, Signaltransduktion und Plastizität involviert
sind. Durch Aufreinigung des NMDA-Rezeptors konnten z.B. dutzende assoziierte Proteine
identifiziert werden. Auch GlyR- und GABAA-Rezeptore Cluster beinhalten höchstwahr-
scheinlich viele verschiedene Proteine, die größtenteils noch unbekannt sind. Die Identifizie-
rung von Bindungspartnern für Gephyrin stellt somit eine wichtige Aufgabe dar, um die Bil-
dung und Funktion glyzinerger und GABAAerger Synapsen zu analysieren.
Für Gephyrin wurden in den letzten Jahren einige Bindungspartner identifiziert (siehe
Kapitel 1). Eine direkte Lokalisierung dieser Proteine an der postsynaptischen Membranspe-
zialisierung konnte aber bislang nicht nachgewiesen werden. Unter diesen Bindungspartnern
befindet sich Collybistin, ein GDP/GTP-Austauschfaktor.
Mit dem im obigen Kapitel beschriebenen System zur Aufreinigung von Gephyrin sollte
es möglich sein, auch Bindungspartner von Gephyrin aufzureinigen, die in einem Komplex
mit Gephyrin und dem GlyR vorliegen. Solche Proteine sollten ebenfalls immobilisiert und
im Immunoblot analysiert werden können.
Zur Überprüfung dieses Ansatzes wurden heterolog exprimierte Proteine eingesetzt.
Hierzu wurden Vektoren, die die cDNAs von Collybistin (pCis Col1, Kins et al., 2000) und
Gephyrin (pcDNA3-P1) exprimieren können, einzeln in HEK-Zellen transfiziert oder kotrans-Ergebnisse 51
fiziert (Abb. 14 A). Nach einer Expressionszeit von zwei Tagen wurden die Zellen lysiert, das
Zytosol extrahiert und im Bindungsassay eingesetzt (siehe auch Kapitel 2).
Abb. 14: Gephyrin, GlyR und Collybistin binden in einem trimeren Komplex.
GST-b49 oder GST als Kontrolle wurden an Gluthathion-Sepharosematrix immobilisiert und mit
Extrakte aus HEK-Zellen inkubiert, die mit Gephyrin und Collybistin (HA-Markiert) (A) oder mit
Gephyrin und einer Collybistin-Mutante (B) kotransfiziert waren. Die Collybistin-Mutante ist
ebenfalls HA-markiert und trägt Mutationen in der Bindungsstelle für Gehyrin. Sie ist daher nicht
mehr in der Lage Gephyrin zu binden. Der Nachweis gebundener Proteine erfolgte im Immu-
noblot. Bande bei 93 kDa: Gephyrin; Bande bei 64 kDa: Collybistin. Erstantikörper: anti-Geph
(Spuren 1+3) anti-HA (Spuren 2+4 bis 10). Zweitantikörper: anti-Maus-HRP, anti-kaninchen-
HRP.
Die auf diese Weise exprimierte Gephyrin-Version P1 war unmarkiert. Collybistin war
mit einem HA-Epitop versehen. Die Überstände, welche die zytosolische Fraktion dieser
HEK-Zellen enthielten, wurden wie oben beschrieben im Bindungsassay mit GST-b49 oderErgebnisse 52
GST als Kontrolle eingesetzt. Nach Kotransfektion von Gephyrin und Collybistin sind diese
Proteine im Lysat enthalten (Abb. 14 A, Spuren 1 und 2). Im Bindungsassay zeigte sich, daß
Gephyrin an GST-b49 (Spur 3) und Collybistin gleichzeitig an Gephyrin bindet ( Abb. 14
Spur 4). Zur Kontrolle  wurde gezeigt, daß Collybistin ohne Gephyrin nicht an das GST-
Fusionsprotein bindet (Spur 5). Weitere Kontrollen (Spuren 6 und 7) wiesen nach, daß weder
Gephyrin noch Gephyrin/Collybistin mit der GST-Kontrolle interagiert. Zur weiteren Kon-
trolle wurde eine Mutante Collybistins, die mehrere Austausche von Aminosäureresten in der
Bindungsregion für Gephyrin hat, mit Gephyrin in HEK-Zellen kotransfiziert (Großkreuz et
al., 2001; Abb. 14 B, Spur 8). Wurde mit dieser Mutante im Bindungsassay auf die gleiche
Weise verfahren, zeigten sich keinerlei Banden bei Eluaten von Kontrolle und Ansatz im Im-
munoblot (Spuren 9 und 10). Dies bestätigt die Spezifität mit der Collybistins über Gephyrin
an GST-b49 bindet.
Damit konnte im Ramen dieser Arbeit erstmals mit einem biochemischen Ansatz ge-
zeigt werden, daß die große zytoplasmatische Schleife des GlyR, Gephyrin und Collybistin in
einem trimeren Komplex gebunden vorliegen können. Dies legt nahe, daß Collybistins auch
in der glyzinergen postsynaptische Membranspezialisierung vorliegt.
3.5 Der C-Terminus von Gephyrin bindet an Mikrotubuli
Für die strukturelle Integrität einer Synapse ist wichtig, daß deren Rezeptoren stabil am
synaptischen Ort verankert sind. NMDA-Rezeptoren sind u.a. über  a Actinin, das an die
NR1-Untereinheit bindet, an der Synapse verknüpft (Allison et al., 1999; Tomia et al., 2001).
An der glyzinergen Synapse sind sowohl Aktin als auch Mikrotubuli für die Verankerung des
Rezeptors notwendig. Dabei bindet Gephyrin direkt an Mikrotubuli und möglicherweise indi-
rekt an Aktin-Filamente. Bei pharmakologischer Zerstörung des Zytoskeletts wird auch die
glyzinerge postsynaptische Dichte aufgelöst (Kirsch und Betz 1995). Bindungsstudien konn-
ten zeigen, daß Gephyrin mit hoher Affinität kooperativ an polymerisiertes Tubulin bindet,
nicht aber an monomeres (Kirsch et al., 1991).
Bei der Untersuchung der Aminosäuresequenz Gephyrins fällt auf, daß in Exon 15 ein
Bereich liegt, der eine signifikante Homologie zur Mikrotubuli-Bindungsstelle von Tau und
Map 2, zweier Mikrotubuli-assoziierter Proteine, hat (Sally et al., 1988; Lee et al., 1988; siehe
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Abb. 15: Homologe Region Gephyrins zu den Mikrotubuli-Bindungsstellen von Map2 und Tau.
Dargestellt sind Sequenzabschnitte von Gephyrin der Maus (mgeph) sowie von Tau (Ratte, rtau)
und Map2 der Maus (mmap2) und Ratte (rmap2) unter Angabe der jeweiligen Position innerhalb
des Moleküls. As-Postition in Gephyrin P1: 287-306. Grau unterlegt: homologe Region; Rot un-
terlegt: nicht-homologe Wiederholung von Glyzin. Striche verweisen auf Identität, Doppelpunkte
auf Isofunktionalität der Aminosäusereste (aus Ramming et al., 2000). Neun von 15 As-Resten
sind identisch.
Das Mikrotubuli-Bindungsmotiv von Map2 und Tau besteht aus drei der oben gezeigten
Repeat-Motive, die jeweils durch eine nicht-homologe Verbindungssequenz aus 13 bis 14 As
voneinander getrennt sind (Abb. 15; Sally et al., 1988; Lee et al., 1988). Untersuchungen über
die Bindungseigenschaften der homologen Regionen zeigten, daß zur Bindung an Mikrotubuli
mindestens zwei dieser Regionen nötig sind. Eine einzelne Bindungsstelle erzielte fast keine
Bindungsaktivität mehr (Lee, et al., 1989). Man geht davon aus, daß die drei homologen Re-
gionen direkt jeweils in eine Furche eines Tubulus binden und die Verbindungssequenz dabei
als Abstandhalter für den Bereich zwichen den Furchen dient. Bei Gephyrin ist der oben ge-
zeigte Sequenzabschnitt ohne die Glyzin-Wiederholung nur einmal vorhanden. Allerdings
könnten sich mehrere Moleküle Gephyrins zusammen an einen Mikrotubulus binden. Mögli-
cherweise sind auch Bindungsstellen für Mikrotubuli in einer anderen Region von Gephyrin
zu finden, da Mikrotubuli-Bindungsstellen im allgemeinen eine sehr unterschiedliche Primär-
struktur aufweisen.
Im Folgenden soll untersucht werden, ob der Abschnitt in Exon 15 die Bindungsstelle
für Mikrotubuli ist. Hierzu wurde ein Untersuchungssystem etabliert, welches auf
Kosedimentation von Mikrotubuli-assoziierten Proteinen in ein Sucrosekissen beruht (Lee et
al., 1998). Ein ähnlicher Ansatz wurde schon früher zum Nachweis der Mikrotubuli-Bindung
von Gepyhrin verwendet (Kirsch et al., 1991). Proteine, die nicht an Mikrotubuli binden, wer-
den bei dieser Sedimentation nicht in das Sucrosekissen pelletiert. Im Pellet finden sich also
die Mikrotubuli samt gebundenen Proteinen, im Überstand die nicht-bindenden Proteine. Für
diese Experimente wurden Gephyrin, ein Fragment und eine Deletionsmutante Gephyrins in
HEK-Fibroblasten transfiziert; die Zellen wurden nach Expression der Konstrukte lysiert und
das Zytosol extrahiert. Die Polymerisation von zugesetztem und zelleigenem Tubulin erfolgte
unter Zugabe von Taxol, Kontrollen wurden ohne Taxolbehandlung erstellt (siehe Abb. 16)Ergebnisse 54
Abb. 16: Gephyrin und P1D287-306 kosedimentieren mit Mikrotubuli.
Gephyrin P1 und P1D287-306-haltige HEK-Zellextrakte wurden mit Tubulin versetzt, dieses polyme-
risiert und mit Mikrotubuli-Bindeproteinen in ein Sucrosekissen kosedimentiert. Als Kontrolle
wurde Tubulin unpolymerisiert belassen. P1 und P1D287-306 wurden mit einem flag-Epitop verse-
hen. Obere Reihe: Detektion gegen flag-Epitop; untere Reihe: Detektion gegen Tubulin, Zweitan-
tikörper: anti-Maus HRP.
Linker Block: Gephyrin P1: Spur 1: Expressionskontrolle; Spuren 2 und 3: Überstand und Pellet
nach Kosedimentation von polymerisiertem Tubulin; Spuren 4 und 5: Kontrollen, Überstand und
Pellet nach Kosedimentation von nicht-polymerisiertem Tubulin.
Rechter Block: Gephyrin P1D287-306: Spur 6: Expressionskontrolle; Spuren 7 und 8: Überstand und
Pellet nach Kosedimentation von polymerisiertem Tubulin; Spuren 9 und 10: Kontrollen, Über-
stand und Pellet nach Kosedimentation von nicht-polymerisiertem Tubulin. Abkürzungen: aflag:
anti-flag; a-aTubulin: anti-aTubulin.
Gephyrin P1 und die Deletionsmutante Gephyrins P1D287-306 wurden mit vergleichbarer
Effizienz in HEK-Fibroblasten exprimiert (Abb. 16; vergl. Spuren 1 und 6).
Nach Polymerisation und Sedimentation von Tubulin befand sich bei beiden Ansätzen
kaum noch unpolymerisiertes Tubulin im Überstand, allerdings war noch etwas Gephyrin P1
und P1D287-306 im Überstand verblieben (Spuren 2 und 7). Im Gegensatz dazu zeigten die
Kontrollen bei unpolymerisiertem Tubulin deutlich, daß unpolymerisiertes Tubulin im Über-
stand verblieben war (Spuren 4 und 9). Somit konnte also Tubulin effektiv polymerisiert wer-
den. Nach Sedimentation fand sich fast keines mehr im Überstand. Gephyrin P1 und P1D287-306
sind jeweils noch zu einem Teil im Überstand zu detektieren.
Nach Polymerisation und Sedimentation von Tubulin fand sich bei beiden Ansätzen das
Tubulin im Pellet (Spuren 3 und 8). Die Detektion gegen das flag-Epitop zeigte, daß sowohl
Gephyrin P1 als auch P1D287-306 in das Pellet kosedimentierten (Spuren 3 und 8). Beide Prote-
ine sind also in der Lage an Mikrotubuli zu binden und mit diesem in das Sucrosekissen zu
migrieren. Dabei kann nicht festgestellt werden, daß die Mutante ohne die Homologie zur
Mikrotubuli-Bindungsstelle von Tau und Map2 weniger gut migriert als wt-Gephyrin P1. InErgebnisse 55
der Kontrolle von Gephyrin P1 zeigte sich allerdings, daß ein Teil des Tubulins sedimentiert
ist (Spur 5), auch in der Kontrolle von P1D287-306 (Spur 10) zeigt sich eine schwache Bande.
Beides führt aber nicht zu einer wesentlichen Sedimantation der Bindeproteine. Dennoch zei-
gen die Kontrollen, daß Gephyrin P1 bzw. die Mutante nur dann sedimentieren, wenn poly-
merisiertes Tubulin pelletiert.
Dies bestätigt, daß mit diesem Assay die Bindung von Proteinen an Mikrotubuli nach-
gewiesen werden kann. Im vorliegenden Fall wurde sowohl Gephyrin P1 als auch die Mutante
P1D287-306 an Mikrotubulie gebunden. Offensichtlich besitzt Gephyrin Mikrotubuli-Bindungs-
stellen, die nicht in Exon 15 liegen.
Zur weiteren Überprüfung einer möglichen Mikrotubuli-Bindungsstelle ausserhalb von
Exon 15 wird ein Fragment im Kopolymerisationsassay eingesetzt. Es umfasst ausschließlich
den C-Terminus Gephyrins, Gephyrin P1419-736, und ist mit einem VSV-Epitop versehen
(siehe Abb. 17).
Abb. 17: Der C-Terminus Gephyrins kosedimentiert mit Mikrotubuli.
Gephyrin P1419-736-haltige HEK-Zellextrakte wurden wie oben mit Tubulin versetzt, dieses poly-
merisiert und mit Mikrotubuli-Bindeproteinen in ein Sucrosekissen kosedimentiert. Als Kontrolle
wurde Tubulin unpolymerisiert belassen. Das Peptid wurde mit einem VSV-Epitop versehen.
Obere Reihe: Detektion von VSV; untere Reihe: Detektion von Tubulin; Zweitantikörper: anti-
Maus-HRP.
Spur 1: Expressionskontrolle; Spuren 2 und 3: Pellet und Überstand nach Kosedimentation von
polymerisiertem Tubulin; Spuren 4 und 5: Kontrollen: Überstand und Pellet nach Kosedimentation
von nicht-polymerisiertem Tubulin.
Wie im oben beschriebenen Experiment zeigte sich auch hier eine gute Expression des
transfizierten Proteins (Abb. 17; P1419-736; Spur 1). Nach Polymerisation von Tubulin und
Sedimentation in das Sucrosekissen befand sich das weitaus meiste Tubulin im PelletErgebnisse 56
(Spur 2), auch der größere Teil von P1419-736 wurde dort detektiert (Spur 2). Im Überstand
fand sich dagegen kaum noch Tubulin, allerdings befand sich dort, wie bei Gephyrin P1 und
P1D287-306 noch ein Teil des Gephyrin Fragmentes P1419-736. Es wurde also ein Teil des im Ex-
trakt vorhandenen Fragmentes kosedimentiert.
Die Kontrollen zeigten, daß zwar ein Teil des Tubulins in das Pellet sedimentiert (vergl.
Abb. 17, Spuren 4 und 5 mit Spuren 2 und 3), das gleiche ist mit einem Anteil kosedimen-
tierten P1419-736 zu detektieren. Der größte Anteil verbleibt allerdings im Überstand. Trotzdem
zeigen die Kontrollen auch hier, daß die Sedimentation des Gephyrin-Fragmentes nur dann
erfolgt, wenn polymerisiertes Tubulin sedimentiert. Im allgemeinen kann gesagt werden, daß
die Polymerisation von Tubulin ein sehr effizienter Prozess ist, der sich in den Kontrollen nur
verringern und nicht völlig verhindern läßt.
Insgesamt läßt sich hieraus schließen, daß wt-Gephyrin in diesem System wie früher
gezeigt an Mikrotubuli bindet (Kirsch et al., 1991). Eine Mutante, der die Homologie zu den
Mikrotubuli-Bindungsstellen von Tau und Map2 fehlt, bindet ebenso an polymerisiertes Tu-
bulin wie ein C-terminales Fragment von Gephyrin P1, P1419-736. Es befindet sich also eine
Bindungsstelle für Mikrotubuli im C-terminalen Teil des Gephyrin-Proteins.
3.3 Das Epitop des Antikörpers mAb5 liegt in Exon 8
Bei der Aufreinigung des GlyR über dessen immobilisierten Antagonisten Strychnin
wurde ein GlyR-Bindeprotein, Gephyrin, mitaufgereinigt. Zu weiteren Untersuchungen über
die Funktion von Gephyrin wurden Antikörper hergestellt. Dazu wurde der aufgereingte
GlyR-Komplex aus a- und b-Untereinheit zusammen mit Gephyrin zur Immunisierung einge-
setzt. Sechs Antikörper vermochten an ein oder mehrere der oben genannten Proteine zu bin-
den. Es stellte sich unter anderem heraus, daß der Antikörper mAb5 sein Epitop innerhalb der
Gephyrin-Sequenz hat (Pfeiffer et al., 1984). Der Antikörper mAb7 detektiert auch Gephyrin,
zeigt aber bei Einsatz in Immunfluoreszenzexperimenten unspezifische Bindung im Nukleus
von Zellen und wurde deshalb für diese Experimente nicht eingesetzt.
Untersuchungen mit dem mAb5 haben viel zum Verständnis über Aufbau und Funktion
der glyzinergen Synapse beigetragen. In den letzten Jahren verdichteten sich Hinweise darauf,
daß das Gephyrin-Gen ubiquitär exprimiert ist und die RNA in hohem Maße alternativ
gespleißt wird (siehe Kapitel 1). In dieser Arbeit wurde gezeigt, daß verschiedene Varianten
Gephyrins existieren (siehe Kapitel 3.2). Wahrscheinlich erkennt der Antikörper mAb5 nicht
alle diese Varianten. Für zukünftige Untersuchungen über physiologische Systeme, in die ver-
schiedene Gephyrin-Varianten eingebunden sind, ist es sinnvoll, die Lage des Epitops von
mAb5 zu kennen. Dieses wurde im Folgenden ermittelt.Ergebnisse 57
Abb. 18: Exonstruktur und alternativ gespleißte Exons des Gephyrin-Genes.
Angegeben sind die Nummern der Exons sowie Translationsstart und -stop. Die alternativ
gespleißten Exons sind mit ‚C’ bezeichnet und schattiert dargestellt. C5*/C6*: Exons deren Name
doppelt verwendet wurde. Pfeil: Translationsstart von Gephyrin P1, *: Translationsstop von
Gephyrin P1.
In Abb. 18 ist eine Übersicht über die Struktur und die alternativ gespleißten Exons des
Gephyrin-Genes dargestellt. Mittlerweile sind zehn Exons bekannt, die alternativ gespleißt
werden können. Es ist bislange keine cDNA gefunden worden, die alle bekannten Exons ent-
hält.
Zum Nachweis der Antikörperbindung wurde ein Expressionsassay herangezogen
(Abb. 19). Hierzu wurde die wt-Gephyrin-Version P1 (Prior et al., 1992) in den Expressions-
vektor pCDNA3 kloniert. Dieses Konstrukt wurde daraufhin in HEK-Zellen mit der Kalzium-
Phosphat-Methode transfiziert und das Protein exprimiert (siehe Abb. 19 A). Mit allen wei-
terhin benutzten mutierten oder epitopmarkierten Konstrukten wurde ebenso verfahren. Nach
Expression der Proteine wurden die Zellen fixiert und immunzytochemisch mit den entspre-
chenden Antikörpern angefärbt (siehe auch Kapitel 2).
Als Kontrollantikörper wurden dabei der monoklonale Gephyrin-Antikörper der Firma
Transduction Laboratories (anti-Geph) und der Antikörper gegen ein Epitop aus dem Hüll-
protein des vesikulären Stromatitis Virus (VSV; Boehringer Mannheim) genutzt. Der anti-
Geph-Antikörper ist monoklonal und hat sein Epitop in einem nicht weiter bekannten Bereich
zwischen As 519 und 728, der aVSV-Antikörper bindet an ein 11 As großes Epitop, das über
eine N-terminal eingefügte Not I-Schnittstelle in Wildtyp-Gephyrin einkloniert wurde. Als
Zweitantikörper diente jeweils ein Cy3-fluoreszenzmarkierter anti-Maus-IgG-Antikörper.Ergebnisse 58
Abb. 19: Des Epitops des Antikörpers mAb5 liegt in Exon 8.
Wt-Gephyrin (A) und eine VSV-markierte Deletionsmutante, der As 186 bis 203, fehlen (B-D)
wurden in HEK 293-Fibroblasten transfiziert und das Protein mit mAb5 (A und B), anti-Geph, (C)
oder anti-VSV (D) immunzytochemisch angefärbt. Erstantikörper: mAb5: A, B; aGeph: D; anti-
VSV: C. Zweitantikörper: anti-Maus-HRP.
Wt-Gephyrin (A) und eine VSV-markierte Mutante der As 186 bis 203 fehlen (B-D)
wurden in HEK-Fibroblasten transfiziert und das Protein mit mAb5 (A und B), antiGeph. (C)
oder anti-VSV (D) immunzytochemisch angefärbt. Erstantikörper: mAb5: A, B; anti-Geph:
D; anti-VSV: C. Zweitantikörper: anti-Maus-Cy3.
Zur Eingrenzung des Epitops wurden drei gut charakterisierte Antikörper und zwei De-
letionsmutanten Gephyrins verwendet (siehe Abb. 19). Der unmarkierte Wildtyp P1 (A) zeigt
deutliche Reaktivität des mAb5-Antikörpers. Wurden HEK-Zellen angefärbt, die eine Mut-
ante Gephyrins ohne As 186-203 exprimierten (P1D186-303), so fand sich ausschließlich zellulä-
rer Hintergrund des mAb5 (B). In keiner einzigen Zelle konnte die Mutante mit diesem Anti-
körper nachgewiesen werden. Wurden allerdings HEK-Zellen, die genau die gleiche Mutante
Gephyrins exprimierten, mit dem anti-Geph-Antikörper angefärbt, so konnte man deutliche
Expression dieser Mutante erkennen (C). Das selbe Konstrukt wurde mit einem VSV-Epitop
markiert und als weitere Kontrolle benutzt (P1D183-203VSV). Auch hier zeigten sich deutliche
Signale mit VSV-Antikörper.
Diesen Ergebnissen entsprechend befindet sich also das Epitop für den Antikörper
mAb5 im Bereich um die mutierten Aminsäuren 186-203 (Abb. 20).Ergebnisse 59
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Abb. 20: Relative Lage der Epitope von mAb5, anti-Geph und anti-VSV.
Dargestellt sind der Gephyrin-Wildtyp, die Deletionsmutation von 17 As und die 36 As des Be-
reichs 175 bis 212, innerhalb derer der mAb5 sein Epitop findet. Die Sequenz ist vollständig und
ausschließlich in Exon 8 enthalten. Relativ zu P11-736 sind die Epitopbereiche der benutzten Anti-
körper dargestellt: mAb5; aVSV: anti-VSV; a Gephyrin: anti-Geph.
Epitope von Antikörpern umfassen im Allgemeinen eine Sequenz von etwa sechs bis
zehn Aminosäuren. Der polyklonale Antikörper anti-Geph wurde gegen einen C-terminalen
Abschnitt Gephyrins gerichtet, anti-VSV und mAb5 sind monoklonal. Deren Epitop lässt sich
eng eingrenzen. Das Epitop von mAb5 ist in Exon acht, direkt im Anschluß an die MogA-
Homologie Gephyrins im Bereich einer prolinreiche Sequenz lokalisiert. Diese bildet wahr-
scheinlich eine strukturelle Bruchstelle und den Übergang in die mittlere Verbindungsregion
zwischen den homologen Regionen. Somit konnte der Bereich der mAb5-Bindung auf
ca. 40 As eingegrenzt werden. Diese Aminosäuren befinden sich sämtlich in Exon 8 (siehe
Abb. 20).
Im Hinblick auf die Fragestellung kann also festgestellt werden, daß jede Spleißvariante
Gephyrins durch den mAb5 detektiert werden kann, sobald Exon acht Bestandteil der transla-
tierten RNA ist. Varianten Gephyrins, die auch in anderen Organen als dem ZNS exprimiert
werden können, die Exon acht nicht enthalten, sind mit dem mAb5 nicht nach zu weisen. In
Kombination mit dem Antikörper anti-Geph werden damit vergleichende Expressionsstudien
möglich.
3.6 Identifikation einer Autoaggregationsdomäne Gephyrins
Bildung und Stabilität der glyzinergen und der meisten GABAAergen Synapsen ist von
dem peripheren Membranprotein Gephyrin abhängig. In Gephyrin-defizienten Mäusen ist die
Bildung solcher Synapsen unterbunden (Feng et al., 2000). Die synaptische Aggregation
Gephyrins geht der des GlyR voraus (Kirsch et al., 1993). Offensichtlich bildet Gephyrin ei-
nen Aggregationskern, der den freien membranständigen GlyR an der sich entwickelndenErgebnisse 60
Synapse verankert. Dabei geht man davon aus, daß ein Gephyrinmolekül einerseits den GlyR
mit Elementen des Zytoskeletts verbindet, und andererseits über die Bindung an mindestens
ein weiteres Gephyrinmolekül Rezeptoren lateral vernetzt. Die Bindung von Gephyrin an
mindestens ein weiteres Gephyrinmolekül, die Aggregationsfähigkeit Gephyrins, ist demnach
ein wichtiges Element zu Aufbau und Erhalt der glyzinergen Synapse. Diese Autoaggregation
zeigt sich auch nach heterologer Expression Gephyrins (Kirsch et al., 1995). Wahrscheinlich
sind zur effektiven Formierung dieser synaptischen Aggregate mindestens zwei Bindungs-
stellen pro Gephyrinmolekül notwendig.
Zum weiteren Verständnis vom Aufbau und Funktion der GlyR-Cluster ist daher die
Feststellung von Autoaggregationsdomänen Gephyrins von besonderer Notwendigkeit.
Die Analyse der Proteinsequenz von Gephyrin ergab keine Hinweise auf bekannte Bin-
dung- oder Interaktionsdomänen, die mit der Autoaggregation in Verbindung gebracht wer-
den könnte. Erste Hinweise auf Autoaggregationsdomänen wurden in dieser Arbeit bei einem
Hefe-Zwei-Hybrid-Bindungsassay deutlich (Abb. 21). Findet eine Interaktion beider Proteine
statt, kommt es zur Aktivierung des Reportergens Gal4. Die Hefen färben sich blau (siehe
auch Kapitel 2). Hier wurden Fragmente Gephyrins auf Bindung an Vollängen-Gephyrin P1
getestet, welche gemäß der Homologieregionen Gephyrins konstruiert wurden (erhalten von
Jens Fuhrmann). Als Kontrolle wurde das präsynaptische Synaptophysin eingesetzt, das an
der Postsynapse nicht vorhanden ist. P12-154 umfasst einen wesentlichen Teil der MogA-
Homologieregion, P1349-736 die MoeA-homologe Region. Die zentrale Verbindungsregion
wird mit dem Fragment P1153-348 exprimiert. Die Ergebnisse waren eindeutig (siehe Abb. 21).
Synaptophysin (E-F) zeigte selbst nach längerer Inkubationsdauer keine (E, F, und H) oder
nur sehr schwache (G) Autoaktivierung. Die Positivkontrolle (Spur A) zeigt, daß Gephyrin in
diesem System in der Lage ist an sich selbst zu binden. Starke Interaktion zwischen Vollän-
gen-Gephyrin und dem C-Terminuns (D) und eine sehr schwache Interaktion mit dem N-
Terminus Gephyrins (B) konnte hier festgestellt werden. In diesem Untersuchungssystem
zeigte die zentrale Verbindungsregion keine nachweisbare Bindungsaktivität an Vollängen-
Gephyrin P1.Ergebnisse 61
Abb. 21: N- und C-terminale Fragmente interagieren mit Gephyrin P1.
Hefe-2-Hybrid-Bindungsassay. Durchführung wie in Kapitel 2 beschrieben. Die Interaktion mit
Vollängen-Gephyrin wird durch blaue Kulturen signalisiert. Kontrolle mit Synaptophysin. Spur 1:
wt-Gephyrin; Spur 2: N-terminales Fragment, Spur 3: zentrale Verbindungsregion, Spur 4: C-
Terminus. Kleinere Fragmente des C-Terminus zeigten keinerlei Aktivierung mehr (nicht gezeigt).
 Mit diesen Versuchen konnten zwei Regionen definiert werden, welche an Gephyrin
binden. Besonders hervorzuheben ist die starke Interaktion des C-Terminus. Die Kulturen
zeigten bereits nach einigen Stunden Inkubation Blaufärbung, wohingegen das N-terminale
Fragment bei den transfizierten Hefen erst nach mehreren Tagen Inkubationsdauer zu einer
deutlich von der Kontrolle unterschiedbaren Blaufärbung führte. Kleinere Fragmente zeigten
leider in diesem Untersuchungssystem keine Interaktion mit Vollängen-Gephyrin mehr. Für
weiterführende Bindungsstudien mußte also ein anderes Interaktionsassay eingesetzt werden.
Daher wurde die weitere Eingrenzung der Autoaggregationsdomänen mittels Expressi-
onsstudien durchgeführt. Heterolog in HEK-Zellen exprimiert bildet Gephyrin zelluläre Ag-
gregate aus, die auf eine spezifische Aggregationsfähigkeit zurückgehen. Offensichtlich ko-
aggregiert Gephyrin ausschließlich mit spezifischen Bindungspartnern, während Moleküle,
die keine spezifischen Bindungspartner darstellen, nicht koaggregieren (Kirsch et al., 1995).
In diesem System ist Gephyrin als spezifischer Bindungspartner für mindestens ein weiteres
Gephyrin-Molekül zu betrachten. Fragmente und Mutanten von Gephyrin, die die Fähigkeit
zur Bindung an Gephyrin besitzen, sind daher in der Lage mit Gephyrin zu koaggregieren
(siehe Abb. 23).
Die cDNA von P11-736 wurde mutiert oder fragmentiert und in den eukaryontischen Ex-
pressionsvektor pCDNA3 eingefügt (siehe Kapitel 2). Als Markierung wurden gegebenenfalls
Epitope zur Antikörperdetektion wie angegeben angefügt (siehe Abb. 22). Teilweise wurden
Fragmente eingesetzt, die bereits in den vorigen Kapiteln beschrieben worden sind.Ergebnisse 62
Abb. 22: Übersicht über verwendete Fragmenten und Mutanten Gephyrins.
Schematische Darstellung mit Bezeichnung und Angabe der Aminosäuren, sowie der Markierung
und der relativen Lage und Größe in der Reihenfolge des Gebrauchs. Die As-Angaben beziehen
sich auf Gephyrin P1. Zum Vergleich sind oben die Homologieregionen von Gephyrin P1 angege-
ben. vsv: Vesiculärer Stromatitis Virus, HA: Hämagglutinin. Teilweise wurden diese Konstrukte
in vorherigen Untersuchungen eingesetzt. Ein Gesamtübersicht findet sich in Kapitel 6.
Diese Fragmente und Deletionsmutanten Gephyrins wurden in HEK-Zellen transient
transfiziert. Nach zwei Tagen Expressionsdauer wurden die Zellen fixiert und immunzyto-
chemisch behandelt. Die weitere Analysen erfolgten mit Hilfe eines konfokalen Laserscan-
ning-Mikroskops (CLSM; siehe Kapitel 2).Ergebnisse 63
Abb. 23: Im C-terminalen Teil Gephyrins liegt eine Autoaggregtionsdomäne.
 Gephyrin P1 (A), P11-419 (B), bzw. P1419-736 (C) wurden in HEK-Zellen transfiziert. Nach zwei
Tagen Expression erfolgte eine Fixierung mit Methanol/Eisessig und eine immuncytochemische
Färbung. Erstantikörper: mAb5, anti-VSV; Zweitantikörper: Cy3-fusionierter Ziege anti-Maus.
Zunächst wurden wildtypisches Gephyrin P11-736 (Klon P1; Prior et al., 1991) und zwei
Fragmente, die den N- bzw. C-terminalen Teil Gephyrins umfassen in diesem System unter-
sucht. Bei diesem Experiment zeigte wildtypisches Gephyrin das typische Aggregations-
verhalten in HEK-Zellen (Abb. 23). Es zeigten sich wenige oder nur ein relativ großes Aggre-
gat, bei schwachem zellulären Hintergrund (A, P11-736). Das N-terminale Fragment Gephyrins
hingegen zeigte in diesem System keine Autoaggregation mehr (B, P11-451), es war diffus in
der Zelle verteilt. Das Fragment, welches den C-Terminus von Gephyrin umfaßteErgebnisse 64
(Abb. 23 C, P1419-736), zeigte deutliche Autoaggregation. In diesem Fall fanden sich kleinere
Aggregate von höherer Anzahl mit stärkerem zellulären Hintergrund.
Das trunkierte Protein, das den C-terminalen Teil Gephyrins umfaßt, verhielt sich also
ähnlich wie der Wildtyp und ist wie dieser in der Lage, Aggregate auszubilden. Der N-termi-
nale Teil Gephyrins zeigt in diesem Untersuchungssystem keine Aggregationsfähigkeit. Of-
fensichtlich befindet sich eine Autoaggregationsdomäne in den 319 Aminosäuren des C-Ter-
minus’ Gephyrins. Dies bestätigt auch die Befunde aus dem Zwei-Hybrid-Interaktionsassay
(vergl. Abb. 21 und Abb. 23).
Um die Aggregationsdomänen im C-Terminus weiter einzuengen, wurde das C-termi-
nale Fragment P1419-736 mittels einer weiteren PCR-unterstützten Fragmentierung geteilt. Die
Transfektionseffizienz der Konstrukte und die Stabilität der daraus hervorgehenden Peptide
war trotz der wesentlich kürzeren Polypeptidsequenz ähnlich wie für wt-Gephyrin P1
(Abb. 24).
Abb. 24: Ein Autoaggregationsdomäne liegt im äußeren C-Terminuns.
Eine weitere Unterteilung des C-Terminuns von Gephyrin in die Abschnitte P1419-587 (A) und
P1579-736 (B) wurde vorgenommen. Die korrespondierenden cDNAs wurden in den Vektor
pCDNA3 kloniert und mit einem VSV-Epitop versehen. Nach Expression in HEK-Zellen, immun-
cytochemischer Behandlung und Analyse im CSLM ergab sich eine verbliebene Aggregationsfä-
higkeit im äußeren C-Terminus. Erstantikörper anti-VSV; Zweitantikörper: Alexa  594.
Von den beiden in Abb. 24 eingesetzten Polypeptiden war das Fragment P1419-587 nicht
mehr in der Lage zu aggregieren ( Abb. 24 A). Einzig der äußere C-Terminus, Fragment
P1579-736, zeigte die gleichen Aggregationseigenschaften wie das Fragment P1419-736 (C). Auch
in diesem Falle sind mehrere, auch kleinere Aggregate zu erkennen.
Aus in diesem Experiment konnte also geschlossen werden, daß sich im C-Terminus
Gephyrins eine Domäne zur Autoaggregation befindet. Die Eingrenzung war hier auf die C-
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Um die autoaggregierende Domäne im C-Terminus des Proteins noch weiter einzugren-
zen, wurden C-terminale Trunkationen von Gephyrin hergestellt, wie oben in HEK-Zellen
exprimiert und untersucht. Diese Fragmente bestehen aus einem vollständigen wiltypischen
N-Terminus und sind am C-Terminus von Fragment zu Fragment progressiv trunkiert. Eine
Markierung durch ein Epitop wurde nur in einem Falle vorgenommen (Abb. 25). Die Trans-
fektionseffizienz des Konstrukts P11-695 war Gephyrin P1 vergleichbar. Allerdings zeigte sich
eine geringe Transfektionseffizienz oder Stabilität von P11-579 in HEK-Zellen.
Abb. 25: Die Aminosäuren 633 bis 695 umfassen eine Aggregationsdomäne.
In den eukaryontischen Expressionsvektor pCDNA3 wurden die Aminosäuresequenzen 1-695
(P11-695; A), und 1-633 (P11-633; B) kloniert und in HEK-Zellen transfiziert, immuncytochemisch
behandelt und analysiert. Erstantikörper: anti-VSV (A), mAb5 (B); Zweitantikörper: Cy3-fusio-
nierter Ziege anti-Maus.
Abb. 25 zeigt deutlich, daß ein Fragment Gephyrins, das die Aminosäuren 1-695 enthält
ähnlich dem Wildtyp aggregiert (A), während ein um 62 Aminosäuren kleineres Fragment
(B; P11-637) nicht mehr in der Lage war zu aggregieren. Innerhalb dieser Region liegt also die
C-terminale Autoaggregationsdomäne. Sie konnte in diesem Experiment auf 62 Aminosäuren
eingegrenzt werden.
Um die oben beschriebenen Ergebnisse zu bestätigen, wurden im nächsten Schritt
Koexpressionsstudien in HEK-Zellen durchgeführt. Dazu wurde die cDNA von Gephyrin in
den Vector pEGFP-N3 eingefügt. Dieses Konstrukt führte nach Transfektion zur Expression
eines Fusionsproteins aus einem C-terminalen Gephyrinanteil und dem N-terminal lokalisier-
ten Grün Fluoresziernden Protein (GFP-P1; siehe Abb. 26).Ergebnisse 66
Abb. 26: Expression von P1vsv und Koexpression von GFP-P1 mit P1vsv zeigen
wildtypische Aggregationseigenschaften von GFP-P1.
HEK-Zellen wurden wie in Kapitel 2 beschrieben mit GFP-P1 transfiziert (A-C) oder mit GFP-P1
und P11-736 (VSV-markiert) kotransfiziert (D-F). Erstantikörper: anti-GFP-Antiserum (A+D) und
anti-VSV Antikörper (B+E) als Erstantikörper, Alexa 488 und Alexa 594 als Zweitantikörper.
Grüner Kanal: anti-GFP; roter Kanal: anti-Geph (B) bzw. anti-VSV (E). C und F: Übereinanderla-
gerung der Kanäle Abkürzung: a: anti-.
Das Fusionsprotein GFP-P1 verhält sich im Aggregationsassay wie der Wildtyp. Wie in
Abb. 26 dargestellt, wurde GFP-P1 alleine transfiziert (A-C), oder GFP-P1 mit P11-736
kotransfiziert (D-F). A+D wurden mit anti-GFP als Erstantikröper detektiert, B+E mit anti-
VSV. C+F zeigen die Überlagerung. In A erfolgt die Detektion mit anti-GFP, in B wurde dasErgebnisse 67
selbe Fusionsprotein mit anti-Geph. angefärbt. Es zeigten sich einige wenige Aggregate und
relativ schwacher Hintergrund. Aus D-F wird deutlich, daß auch koexprimiertes Gephyrin mit
dem Fusionsprotein koaggregiert. Hier zeigten sich also keine Unterschiede im Aggregtions-
verhalten des Fusionsproteins im Vergleich zum Wildtyp.
Das GFP-P1-Fusionskonstrukt wurde in den folgenden Untersuchungen eingesetzt. Da-
bei wurde GFP-P1 mit verschiedenen Fragmenten und Mutanten von Gephyrin in HEK-Zel-
len koexprimiert. Eine Koaggregation der entsprechenden Mutante mit Gephyrin würde die
Interaktion mit Gephyrin bestätigen (siehe Abb. 27).
Abb. 27: Koexpression von GFP-P1 mit C-terminalen Fragmenten bestätigen eine
C-terminale Autoaggregationsdomäne.
Koexpression von GFP-P1 mit P1419-736 (A-C), P1419-579 (D-F) und P1580-736 (G-I) in HEK-Zellen
erfolgte wie beschrieben. Der Nachweis erfolgte mit anti-GFP Antiserum (A, D+G) und anti-VSV
Antikörper (B,E+H) als Erstantikörper, Alexa 488 und Alexa 594 als Zweitantikörper. Grüner Ka-
nal: GFP-P1; roter Kanal Gephyrinfragmente.Ergebnisse 68
In Abb. 27 sind die Ergebnisse aus den Koexpressionsstudien von GFP-P1 mit P1419-736
(A-C), P1419-587 (D-F) und P1579-736 (G-I) dargestellt. Die Koexpression eines langen C-termi-
nalen Fragments mit GFP-P1 hat eine Koaggregation der beiden Proteine zur Folge (A-C).
Hier wurde bestätigt, daß in diesem Bereich eine Autoaggregationsdomäne liegt. Dieses Er-
gebnis unterstützt die Befunde aus den vorangegangenen Studien (siehe Abb. 23 C). Es wur-
den auch die bereits in  Abb. 24 eingesetzten kleineren Fragmente des C-Terminus von
Gephyrin auf Koaggregation mit GFP-P1 getestet. Das Fragment P1419-579 koaggregiert nicht
mit GFP-P1, im Gegensatz zum Bereich 579-736. Dieses Ergebnis wurde erwartet. Diese
Untersuchung bestätigten also in vollem Umfang die Ergebnisse aus Abb. 24. Im C-termina-
len Bereich von Gephyrin ist eine Domäne zur Aggregation von Gephyrin lokalisiert
Um die Eigenschaften der Autoaggregation der Aminosäurereste 633-695, die als Bin-
dungsstelle identifiziert worden sind, zu bestätigen, wurden diese 62 Aminosäuren in wildty-
pischem Gephyrin P1 deletiert. Ansonsten blieb das Protein unverändert. Diese Deletionsmu-
tante (P1D626-965) und P11-695 wurden im Koaggregationsassay zusammen mit GFP-P1 kotrans-
fiziert (siehe Abb. 28).Ergebnisse 69
Abb. 28: Koassemblierung von GFP-P1 mit P1D626-695 bzw. P11-695.
Kotransfektion von GFP-P1 mit P11-695  sowie P1D626-695, Expression in HEK-Zellen und Färbung
erfolgte wie beschrieben. Erstantikörper: anti-GFP-Antiserum (A+D), anti-VSV (B+E); Alexa  488
und Alexa 594 als Zweitantikörper. Grüner Kanal: GFP-P1; roter Kanal: anti-VSV.
Hier zeigte sich allerdings, daß diese Deletionsmutante immer noch in der Lage war mit
Gephyrin zu koaggregieren (Abb. 28 A-C). Aus Abb. 28 D-F geht hervor, daß eine Deleti-
onsmutante der die 62 terminalen Aminosäuren der Domäne zur Autoaggregation fehlen,
dennoch in der Lage ist, mit GFP-P1 zu koaggregieren. Möglicherweise stellen diese Amino-
säuren nur eine Komponente von mehreren Regionen dar, welche die physiologischen Aggre-
gationseigenschaften von Gephyrin determinieren. Abb. 28 erschließt die Möglichkeit, daß
eine nebenliegende Region eine weitere Komponente zur Autoaggregation Gephyrins bei-
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Um weitere Regionen zu finden, die einen Beitrag zur Interaktion zweier oder mehrerer
Gephyrin-Moleküle leisten, zu finden, wurden anschließend weitere Fragmente und Deleti-
onsmutanten im Aggregationsassay untersucht (siehe Abb. 29).
Abb. 29: Das Gephyrin-Fragment P1144-357 zeigt schwache Autoaggregationsaktivität.
Die Expression der Fragmente P11-184 (A), P1144-357 (B) und P1348-736 (C) erfolgte wie in Kapitel
zwei beschrieben. Zum Nachweis wurde das Fragment P11-166  mit einem HA-Epitop, die beiden
anderen Fragmente mit einem VSV-Epitop versehen. Erstantikörper: anti-HA (A) sowie anti-VSV
(B, C). Zweitantikörper: Alexa 594. Der Pfeil deutet auf ein Aggregat von P1144-357.
Hierzu wurden die Fragmente P11-184, P1144-357 und P1348-736 in HEK-Zellen transfiziert
und deren Aggregationsverhalten analysiert (Abb. 29). Das N-terminale Fragment P11-184 ist
im Rahmen dieser Methode nicht in der Lage zur Autoaggregation (Abb. 29 A). Das Frag-Ergebnisse 71
ment P1144-357 zeigte zumindest in einigen transfizierten Zellen bei hohem zellulären Hinter-
grund Aggregate (B). Das Fragment P1348-736 zeigte und bestätigte nochmals die schon in vo-
rangegangenen Experimenten für den C-Terminus beobachteten Autoaggregations-eigen-
schaften (C). Offensichtlich befindet sich im Fragement P1144-357 eine weitere Komponente,
die an der Autoaggregation beteiligt ist. Dieses Fragment ist in dem schon beschriebenen gro-
ßen N-terminalen Fragment P11-451 enthalten, das ebenfalls keine Autoaggregation zeigt
(siehe Abb. 23). Offenbar zeigt dieses Fragment nur dann Autoaggregation, wenn der N-Ter-
minus fehlt. Möglicherweise liegt hier eine Funktion vor, die nur in Gephyrin-Versionen aktiv
ist, denen diese N-terminalen Sequenzen fehlen.
 
Abb. 30: Koexpressionsstudien mit GFP-P1 und P1144-359 bestätigen eine zweite
Komponente zur Autoaggregation.
Die Koexpression der cDNAs von Gephyrin P1 mit P11-184 (A-C), bzw. von GFP-P1 und P1144-359
(D-F) erfolgte wie in Kapitel 2 beschrieben. Der Nachweis erfolgte mit anti-GFP-Antiserum (A)Ergebnisse 72
und anti-VSV-Antikörper (B) als Erstantikörper, Alexa 488 und Alexa 594 als Zweitantikörper.
Graue Pfeile: Koaggregation von GFP-P1 und P1144-359 in kotransfizierten Zellen. Weiße Pfeile:
GFP-P1-Aggregate bei GFP-P1 einfach-transfizierten Zellen.
Die beiden Fragmente P11-184 und P1144-357 wurden daraufhin auf ihr Verhalten in
Koexpressionsstudien getestet. Diese Fragmente wurden dazu mit GFP-P1 kotransfiziert
(Abb. 30).
Die Zahl der Zellen, die beide Polypeptide exprimieren, war relativ gering. Die
Koexpression des N-terminalen Fragmentes zeigte nochmals, daß dieser Teil Gephyrins in
diesem Experimentalsystem keine Fähigkeit zur Autoaggregation besitzt. Das Fragment P1144-
357 verhielt sich dagegen ganz anders (Abb. 30, D-F). Hier sind unterschiedlich transfizierte
Zellen gezeigt. Die grauen Pfeile bezeichnen Aggregate bestehend aus GFP-P1 und dem
Fragment, die weißen Pfeile zeigen GFP-P1-Aggregate in Zellen die ausschließlich mit GFP-
P1 transfiziert wurden. Es fand sich bei fast allen kotransfizierten Zellen, die beide Kon-
strukte exprimierten, eine Koaggregation von GFP-P1 mit P1144-357. Offensichtlich ist das
GFP-P1 Fusionsprotein in der Lage, P1144-357 vollständig in die typischen Aggregate zu relo-
kalisieren. Damit verhält sich dieses Fragment wie ein spezifischer Bindungspartner Gepyh-
rins.
In der Folge wurden die oben geschriebenen Befunde quantifiziert (siehe Abb. 31).
Abb. 31: Quantifizierung zu den Kotransfektionsstudien von GFP-P1 mit P1144-357.
Dargestellt sind Zählungen aus fünf unabhängigen Transfektionsexperimenten. Erster Block: Ein-
zeltransfektionen von P1144-357; Zweiter Block; Kotransektionen von P1144-357 mit GFP-P1.
Bei einer Transfektion von P1144-357 in HEK-Zellen konnten nur in etwa 27 % der trans-
fizierten Zellen Aggregate gefunden werden. Anders verhielt es sich bei Kotransfektion mit
GFP-P1. In diesem Fall zeigten fast 90 % aller Zellen, die beide Proteine heterolog expri-Ergebnisse 73
mierten eine Koaggregation (Abb. 31). GFP-P1 ist also in der Lage mit P1144-357 wie mit ei-
nem spezifischen Bindungspartner zu interagieren. Hier, in dieser zentralen Verbindungsre-
gion ist also eine Interaktionsdomäne Gephyrins vorhanden, die in diesem System schwache
Autoaggregation zeigt.
Eine computergestützte Analyse des Bereiches 634-695 von Gephyrin zeigte, daß kei-
nerlei Ähnlichkeiten zu bekannten Interaktionsdomänen anderer Proteine bestehen. Die Ana-
lyse der Peptidsequenz mittels verschiedener Algorythmen führte zu wiedersprüchlichen Vor-
hersagen über die Struktur. Auffällig zeigte sich allerdings ein eindeutig hydrophiler Ab-
schnitt um eine Wiederholung der Aminosäuresequenz LDPRP. Möglicherweise ist dieser
Abschnitt in die Autoaggregation Gephyrins involviert (Abb. 32).
Abb. 32: Zwischen As 641 und 678 Gephyrins liegt ein hydrophiler Bereich um eine Wieder-
holung der Sequenz LDPRP. 3
Nach Goldmann/Engelmann/Steitz wurde die Wahrscheinlichkeit für Hydrophilizität der Domäne
zur Autoaggregation berechnet. Der gezeigte Aminosäureabschnitt Gephyrins liegt ziwschen As
630 und 695 von Gephyrin P1. Unterstrichen: Wiederholung der Aminosäuresequenz LDPRP.
In Abb. 32 ist eine Analyse über die Sekundärstruktur des Abschnittes gezeigt, der in
der Lage ist, Autoaggregation bei Gephyrin zu vermitteln. Mehrere verschiedene Algo-
rythmen erbrachten das gleiche Ergebnis. Um die Aminosäuren 641 und 678 herum wird ein
hydrophiler Bereich vorhergesagt, in diesem Bereich ist eine weitere Auffälligkeit lokalisier:
Die Aminosäuren LDPRP werden wiederholt. Möglicherweise spielen diese Eigenschaften
eine Rolle bei der Bindung an Gephyrin-Moleküle. Eindeutige Hinweise auf eine Helix- oder
Faltblattstruktur konnten nicht gewonnen werden.
Im Folgenden werden die eingesetzten Fragmente und die Mutante Gephyrins mit deren
Autoaggregationseigenschaften zusammengefasst dargestellt (siehe Abb. 33).Ergebnisse 74
Abb. 33: Darstellung der benutzten Fragmente und Mutanten Gephyrins
Zusammenfassung der Bindungseigenschaften der im zellulären Autoaggregationsassay einge-
setzten Mutanten und Fragmente Gephyrins in der Reihenfolge ihrer Verwendung, vergleiche
Abb. 22.
Zur Autoaggregation eines Proteins müssen mehrere Komponenten verfügbar sein, die
einen Beitrag zur Bindung mindestens zweier Moleküle aneinander leisten. Bei Gephyrin
wurden in diesem zellulären Untersuchungssystem zwei Komponenten gefunden, die in der
Lage sind spezifisch Aggregate auszubilden. Eine Domäne im C-terminalen Bereich des Pro-
teins konnte auf 62 As eingegrenzt werden, dort ist ein hydrophober Abschnitt um die Wie-
derholung der As-Sequenz LDPRP. Der N-Terminus konnte auf der Basis des Zwei-Hybrid-
Systems als weitere Region ermittelt werden, die Autoaggregation vermittelt. Er ist allerdings
nur isoliert in nur einem zellulären Bindungsassay in der Lage an Gephyrin zu binden.
3.7 Expression der GlyR-Bindungsstelle Gephyrins in Neuronen
Aus den Ergebnissen in Kapitel 3.1 geht hervor, daß das kleinste GlyR-bindende
Gephyrin-Fragment P11-184 ist. Darüber hinaus zeigte sich, daß dieses Fragment in
Fibroblasten nicht mehr an Gephyrin zu binden vermag (Kapitel 3.6). Es könnte daher als
spezifischer Kompetitor für die Interaktion des GlyR mit Gephyrin in spinalen Neuronen der
Ratte fungieren.
Peptidische Inhibitoren, die spezifische Funktionen von Proteinen hemmen, können so-
wohl kurze Peptide, als auch längere Moleküle sein, die auch eine dominant-negative Funkti-Ergebnisse 75
onsweise haben können. Im vorliegenden Fall könnte das heterolog exprimierte Gephyrin-
Fragment an den Neuron-eigenen GlyR binden und dadurch die Interaktion zwischen GlyR
und intrinsischem Gephyrin verhindern. Da der GlyR schon vor der Integration in synaptische
Membranspezialisierungen in der Zellmembran vorliegt (Feng et al., 2000), sollte eine im-
munzytoschemische Färbung des GlyR in P11-184-transfizierten Neuronen eine diffuse Ver-
teilung des GlyR in der Zellmembran ergeben.
Spinale Neurone der Ratte wurde wie in Kapitel zwei beschrieben präpariert und in
Kultur genommen. Nach zehn bis zwölf Tagen in vitro (DIV) erfolgte die Transfektion che-
misch, nach der Kalzium-Phosphat-Methode (siehe Kapitel 2). Nach einer Expressionsdauer
von 6 h wurden die Zellen mit Methanol/Eisessig fixiert und immunzytochemisch angefärbt
(siehe Kapitel 2).
Färbungen gegen GlyR und in Neuronen transfiziertes P11-184 sind in Abb. 34 gezeigt.
Abb. 34: Transfektion von Neuronen des Rückenmarks.
Neurone des Rückenmarks der adulten Ratte wurden wie in Kapitel zwei beschrieben untransfi-
ziert analysiert (A) oder mit dem HA-markierten Fragment Gephyrins P11-184 im Expressionsvek-
tor pCDNA3 HA-markiert transfiziert (B). Der immunzytochemische Nachweis erfolgte mit
mAb4 gegen GlyR (A) und anti-HA gegen P11-184 (B) als Erstantikörper, bzw. mit Alexa  488 bzw
Alexa 594 als Zweitantikörper.
Abb. 34 A zeigt ein kultiviertes spinales Neuron der Ratte nach 10 DIV mit dem Anti-
körper mAb4 gegen GlyR angefärbt. Die Verteilung von GlyR in diesen Neuronen ist typisch:
An der Membran von Zellkörper und Dentriten finden sich charakteristische Aggregate.
Abb. B zeigt ein Neuron nach Transfektion mit P11-184. Dieses Gephyrin-Fragement ist hier,
wie auch in Fibroblasten, diffus in der Zelle verteilt.Ergebnisse 76
Abb. 35: Kofärbung von P11-184 und GlyR in transfizierten spinalen Neuronen.
Neurone der Ratte wurden wie in Kapitel zwei beschrieben präpariert, kultiviert, transfiziert, und
immunzytochemisch behandelt. Erstantikörper: mAb4 (A),  aHA (B); Zweitantikörper: 594 (A)
und 488 (B).
Daraufhin wurden Kofärbungen von P11-184-transfizierten Neuronen angefertigt (siehe
Abb. 35). Abb. 35 A zeigt die Färbung eines Neurons gegen den GlyR. Auch hier sind die
üblichen Rezeptor-Aggregate zu sehen, wie sie auch in Abb. 34 zu sehen sind. Die Gegenfär-
bung mit dem anti-HA-Antikörper zeigt die selbe zelluläre Verteilung von P11-184, wie sie
auch in Fibroblasten und in  Abb. 34 B beobachtet werden konnte. Die GlyR-Aggregate rei-
chern kein P11-184  an. Die leichte Gelb-Färbung der Aggegate in Abb. 35 C erfolgt nicht auf-Ergebnisse 77
grund einer Kolokalisation der beiden Proteine, sondern aufgrund der Überlagerung der ange-
färbten Bereiche in der Brennebene des konfokalen Bildes.
Die Expression von P11-184 führt also weder zu einer Translokation dieses Fragmentes in
GlyR-haltige Aggregate, noch führt es zur Auflösung von diesen Aggregaten. Offensichtlich
interagiert dieses Fragment nach heterologer Expression in Neuronen nicht mit nativem GlyR.
Die Mechanismen der GlyR-Aggregation sind offensichtlich mit einem kurzen Fragment
Gephyrins nicht zu beeinflussen.Diskussion 78
4. Diskussion
Gephyrin ist als multifunktionelles Protein in zwei physiologischen Zusammenhängen
von großer Bedeutung: bei der Synthese des MoCo und bei der postsynaptischen Lokalisation
des GlyR und vieler GABAA-Rezeptor-Subtypen.
In dieser Arbeit wurde Gephyrin weiter charakterisiert. Es wurde eine Domäne identifi-
ziert, welche die Bindung zwischen Gephyrin und dem GlyR vermittelt. Das Epitop des Anti-
körpers mAb5 wurde eingegrenzt. Eine Domäne, die Gephyrin Autoaggregation vermittelt,
konnte identifiziert werden. Es wurde zudem untersucht, ob Mikrotubuli an eine Region
Gephyrins binden, die homolog zu Mikrotubuli-Bindungssstellen von Tau und Map2 ist. Dar-
über hinaus wurde eine Methode entwickelt, mit der sich GlyR-assoziierte Proteine anreichern
lassen. Mit dieser Methode konnte erstmals auf Proteinebene gezeigt werden, daß verschie-
dene Gephyrin-Varianten in verschiedenen Organen existieren.
4.1 Kartierung der Gephyrin-Bindungsdomäne für den GlyR
Die Interaktion GlyR-Gephyrin ist ein Schlüsselelement für die Entstehung und Per-
sistenz der glyzinergen Synapse. Die Bindungsstelle des GlyR für Gephyrin wurde in der gro-
ßen zytoplasmatischen Schleife zwischen der Transmembranregion drei und vier der b-Unter-
einheit gefunden. Diese Bindungsstelle umfasst 33 As, 18 von ihnen stellen das zentrale Mo-
tiv dar, dessen sechs hydrophobe Aminosäurereste die Bindung an Gephyrin vermitteln. Für
die Sekundärstruktur wird eine amphiphatische Helix als Bindungsmotiv vermutet. (Meyer et
al., 1995; Kirsch et al., 1995; Kneussel et al., 1999). Der Einbau dieses Motives in GABAA-
(Meyer et al., 1995) oder NMDA-Rezeptoruntereinheiten (Kins et al., 1998) verleiht diesen
Chimären die Fähigkeit, Gephyrin zu binden.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Abschnitt Gephyrins kartiert, der für die Bindung
an GlyR verantwortlich ist (siehe Kapitel 3.1). Dazu wurde ein 49 As langes Fragment der b-
Untereinheit des GlyR, das die Bindungsstelle für Gephyrin enthält, an GST fusioniert (GST-
b49). Mit matrixgebundenem Glutathion läßt sich dieses Fusionsprotein mit seinen Adsor-
banten aufreinigen. Damit war eine wichtige Voraussetzung erfüllt, verschiedene Fragmente
und Mutanten Gephyrins untersuchen zu können.
Es zeigte sich, daß die Affinität Gephyrins an diese Bindungsstelle so hoch ist, daß
Gephyrin angereichert werden konnte. Im Immunoblot der Eluate von GST-b49 war Gephy-
rin deutlich zu detektieren, selbst wenn die Konzentration im Zellextrakt unter der Nachweis-
grenze lag (Kapitel 3.1.2). Dies erlaubte ein Gephyrin-Fragment auf Bindung zu untersuchen,
auch wenn dieses nur mäßig exprimiert wurde.
Im Anschluß wurden Fragmente Gephyrins auf die Bindung an GST-b49 untersucht. Es
stellte sich heraus, daß der C-Terminus Gephyrins keine Bindungsaktivität für GST-b49 zeigt.Diskussion 79
Alle Fragmente, die die As 166 bis 184 beinhalten, banden an den GlyR. Offensichtlich sind
diese Aminosäuren notwendiger Bestandteil von GlyR-bindenden Gephyrinfragmenten. Zwei
Deletionsmutanten, denen As 183-203 bzw. 161-203 fehlten, banden noch mit hoher Affinität
an die Bindungsstelle des Rezeptors (P1D183-203; P1D161-201; Kapitel 3.1.3). Die Aminosäuren
166 bis 184 sind somit zwar ein Teil der Bindungsstelle, aber nicht alleine für die Bindung an
den GlyR verantwortlich.
Daraus läßt sich ableiten, daß die Bindungsstelle für den GlyR im N-Terminus von
Gephyrin gelegen ist. Sie entspricht keinem linearen Abschnitt, sondern umfasst Aminosäu-
ren, die in einem weiteren Bereich der Primärstruktur gelegen sind. Die Bindungsstelle
Gephyrins für den GlyR ist also diskontinuierlich.
Für den Bereich der As 155-190 wurde eine Vorhersage über die Sekundärstruktur nach
Kyte/Doolittle erstellt. Demnach befindet sich zwischen As 166 und 184 ein Bereich, der in
der Lage ist eine amphiphatische Helix zu bilden. Als amphiphatisch werden Helices bezeich-
net, wenn deren hydrophobe und hydrophile Aminosäureseitenketten auf jeweils einer Seite
der Helix angeordnet sind. Sie wurden oftmals als Strukturen beschrieben, die in der Lage
sind, über hydrophobe Wechselwirkungen Proteinbindungen einzugehen, wie zum Beispiel
beim Brain Injury-derived neurotrophic peptide (BINP; Morris et al., 1994) oder bei der Bin-
dung von Calmodulin an den metabotropen Glutamat-Rezeptor (Airas, et al., 2001). Gephyrin
könnte also über die hydrophoben Seitenketten dieser Helix und über weitere hydrophobe
Seitenketten anderer Aminosäuren an den Bindungsstelle des GlyR binden.
Kürzlich wurden von zwei Gruppen die Kristallstrukur des N-terminalen Teils von
Gephyrin, der MogA-Homologie-Region, veröffentlicht. Diese beiden Kristallstrukturen er-
wiesen sich als identisch (Schwarz et al., 2001; Sola et al., 2001). Schwarz et al. verglichen
zudem die Kristallstruktur Gephyrins mit der Kristallstruktur der MogA-homologen Domäne
des Pflanzenproteins Cnx1. Eine weitere Gruppe untersuchte die Kristallstruktur von MogA
aus E. coli, welches dem N-Terminus von Gephyrin homolog ist (Liu et al., 2000). Diese Un-
tersuchungen zeigten eine hohe strukturelle Identität zwischen den drei Proteinen. Insbeson-
dere bilden alle drei Proteine trimere Komplexe hoher struktureller Ähnlichkeit.
Nur drei Unterschiede in der Struktur von MogA und Gephyrin P12-188 zeigten sich in
den oben genannten Untersuchungen. Zum einen ein  b-Hairpin unbekannter Funktion bei
MogA, zweitens Veränderungen in einer Schleife zwischen a-Helix 2 und b-Faltblatt 2 dieser
Proteine, und drittens interessanterweise Unterschiede in den C-terminalen Regionen. Bei
Gephyrin findet sich dort die a-Helix 8, die bei MogA nicht existiert. Auch bei Cnx1 ist dort
keine Helix vorhanden. Sie verbindet die N-terminale Region Gephyrins mit der zentralen
Verbindungsregion. Aus der Struktur wird deutlich, daß diese Region nicht fest in das Trimer
eingebunden ist (Sola et al., 2001). Diese a-Helix 8 entspricht den Aminosäuren 174 bis 182
(Sola et al., 2001; Schwarz et al., 2001). Ob sie amphiphatisch ist, geht aus diesen Publikatio-
nen nicht hervor. In der vorliegenden Arbeit wurde genau diese Sequenz als amphiphatischeDiskussion 80
Helix vorher gesagt und konnte als wichtiges Element für die GlyR-Bindung identifiziert
werden.
Darüber hinaus beschreiben Schwarz et al. (2001) einen hydrophoben Bereich, der aus-
schließlich auf der Oberfläche des Gephyrin P12-188-Trimers zu beobachten ist. Dieser Bereich
wird von den Aminosäuren Ile15, Leu49, Leu120, Val122, Pro124, Phe157, Pro160 und
Pro163 gebildet, die mit Ausnahme von Leu120 und Pro124 nur bei Gephyrin vorkommen.
Dieser Unterschied in der Oberflächeneigenschaft könnte mit der Bindung Gephyrins an den
GlyR zusammen hängen. Die Aminosäuren, welche die Bindungsstellen für den GlyR bilden,
wären somit über den gesamten N-Terminus verteilt. Auch dieses steht im Einklang mit den
in dieser Arbeit gemachten Befunden. Diese Erkenntnisse erklären auch die Ergebnisse von
Meyer et al., 2000, wonach bei Insertion eines alternativ gespleißten Exons (Exon C5, nach
Meyer et al., 2000) in die Sequenz innerhalb der a-Helix 4, zwischen As 98 und 99 von
Gephyrin P1, die Bindungsfähigkeit Gephyrins für den GlyR verloren geht.
Die Befunde dieser Arbeit, verglichen mit den neuen Kristallstrukturen, zeigen also, daß
die Aminosäuren, welche für die Bindung an den GlyR wichtig sind, über einen größeren Be-
reich Gepyhrins - As 15 bis 184 - verteilt sind, und daß eine amphiphatische a-Helix zwi-
schen As 174 und 182 für die Bindung an den GlyR wichtig ist. Somit ist schlüssig, daß
Fragmente Gephyrins, wie P1144-357 oder P1155-736, noch restliche Bindungsaktivität zeigen,
und daß die Deletionsmutante, welcher die As 161 bis 203 fehlen, noch in der Lage ist, an den
GlyR zu binden, wohin gegen das Fragment P11-166 nicht an den GlyR zu binden vermag.
4.2 In unterschiedlichen Organen werden verschiedene Gephyrin-
      Varianten exprimiert
Produkte alternativ gespleißter RNAs führen zu unterschiedlichen Proteinen, die ver-
schiedene Funktionen ausführen können. Schon bei der ersten Klonierung Gephyrins waren
verschiedene Gephyrin-mRNAs nachgewiesen worden (Prior et al., 1991). In Untersuchungen
über die Genstruktur konnten alternativ gespleißte Exons gefunden werden (Ramming et al.,
2000). Darüber hinaus wurden cDNAs entdeckt, die Hinweise auf weitere alternativ
gespleißte Regionen geben. Mittlerweile geht man von 31 Exons aus, zehn davon werden al-
ternativ gespleißt. Es ist keine cDNA bekannt, die alle Exons beinhaltet (Heck et al., 1997;
Meyer et al., 2000). Die Nomenklatur der alternativ gespleißten Regionen ist nicht einheitlich,
so werden jeweils zwei unterschiedliche Exone als C 5 und nochmals zwei als C 6 bezeichnet
(vergl. Meyer et al., 2000, Ramming et al., 2000).
Einen weiteren Hinweis auf die Existenz unterschiedlicher Gephyrin-Proteine ergaben
Arbeiten über die MoCo-Synthesefunktion Gepyhrins. Dabei zeigte sich, daß der MogA ho-
mologe N-Terminus der Gephyrin-Variante P1 eine funktionelle Rolle in der Molybdän-Co-Diskussion 81
faktor-Synthese bei Arabidopsis übernehmen kann, das Vollängenprotein jedoch nicht (Stall-
meyer et al., 1999). Offenbar ist also eine von Gephyrin P1 verschiedene Variante an der
MoCo-Synthese beteiligt. Demnach existieren wahrscheinlich unterschiedliche Gephyrin-
Proteine. Bislang war es allerdings noch nicht gelungen, andere als die 93 kDa-Variante,
Gephyrin-P1, als Protein nachzuweisen.
In dieser Arbeit konnten in unterschiedlichen Organen der Ratte verschiedene Varianten
Gephyrins identifiziert werden. Hierzu wurde ein Assay etabliert, um Gehyrin aus Organex-
trakten anzureichen (siehe Kapitel 3.2). Es wurden Peptide mit einem Molekulargewicht von
52, 53, 56, 60 kDa und die bekannte 93 kDa-Variante gefunden.
Grundsätzlich können diesen Befunden verschiedene Spleißvarianten Gephyrins
zugrunde liegen, aber auch Proteolyse oder posttranslationale Modifikation. Alle Kontrollen
mit unterschiedlichen Mischungen von Proteinaseinhibitoren zeigen, daß es sich hierbei wahr-
scheinlich nicht um proteolytische Artefakte handelt. Posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung oder Lipidierung erhöhen zumeist das Molekulargewicht eines Proteins. In
diesem Falle würde man eine Bande höher als 93 kDa erwarten. Zudem verändern solche
Modifikation das Molekulargewichtes eines Peptides meistens nur relativ gering. So kann die
Bande über 53 kDa durchaus durch Phosphorylierung eines 52 kDA Peptides entstehen. Eine
Größenveränderung um 33 kDa (von 60 kDa auf 93 kDa) ist aber eher unwahrscheinlich.
Somit lassen sich die o.g. Befunde auf die Existenz zumindest einer bis zwei Spleißvarianten
Gephyrins zurückführen.
Weiterhin hervorzuheben sind die Kontrollen mit und ohne Ca
2+-Chelator
(EDTA/EGTA; siehe Kapitel 3.2). Aufgrund des Aktivierungsmodells geht man davon aus,
daß eine erhöte Ca
2+-Konzentration in der Postsynapse die GlyR-Aggregation auslöst (Kirsch
und Betz, 1998; Kneussel und Betz, 2000). Die Abwesenheit von Ca
2+ im Bindungspuffer
hatte bei den Untersuchungen in dieser Arbeit allerdings keine Auswirkung auf das Bin-
dungsverhalten Gephyrins. Regulationsprozesse über Ca
2+ finden somit nicht auf der Ebene
der Bindung von Gephyrin an GlyR statt.
In der hier durchgeführten Arbeit konnten nur GlyR-bindende Gephyrine nachgewiesen
werden, die gleichzeitig mit dem Antikörper anti-Geph zu detektieren sind. Die Antikörper
mAb5 bzw. mAb7 als Vergleichsantikörper erwiesen sich als zu schwach. Meyer et al. konn-
ten zeigen, daß bei Verbleib des Exon C 5* in der RNA (Bezeichnung nach Meyer et al.,
2000) das resultierende Polypeptid nicht mehr an den GlyR binden kann. Varianten, mit der
Sequenz aus Exon C5* konnten in dieser Arbeit also nicht nachgewiesen werden. Bei
Verbleib des Exon C 7 in der RNA entsteht durch ein Stop-Codon ein verkürztes Peptid, wel-
ches das Epitop von anti-Geph nicht mehr trägt. Also können auch Varianten, die Exon C7
tragen, in dieser Arbeit nicht detektiert werden.
Die RNA der im Rahmen dieser Arbeit angereicherten Varianten beinhaltet also wahr-
scheinlich nicht die Exons C 5* und C 7. Für beide Exons wurde Expression im RückenmarkDiskussion 82
nachgewiesen. Es gibt also zumindest im ZNS noch Gephyrin-Varianten, die in dieser Arbeit
nicht nachgewiesen werden konnten. Allerdings besteht auch die Möglichkeit, daß Gephyrine
angereichert wurden, die zwar nachweisbar sind, aber nicht an den GlyR binden. Sie könnten
über die Autoaggregationsdomäne GlyR-bindender Gephyrinvarianten an den GST-b49-
Gephyrin Komplex assoziieren. Auch diese Varianten würden aufgereinigt und nachgewiesen
werden. Dies ist konsistent mit mehreren als nur der 93 kDa Bande im Immunoblot.
Da die Interspezies-Identität bei Gephyrins sehr hoch ist (Gephyrin P1: 97 % zwischen
Ratte und Maus), ist es sehr wahrscheinlich, daß auch in anderen Spezies Varianten Gephy-
rins vorliegen. Es konnten auch bei Northern Blot-Untersuchungen verschieden große RNAs
von Gephyrin in unterschiedlichen Organen nachgewiesen werden (Prior et al., 1991). Offen-
bar wird Gephyrin ubiquitär exprimiert (Ramming et al., 2000). Auch die Expression des
GlyR ist in nicht auf das ZNS beschränkt. In Testis z.B. ist der GlyR an der Akrosomen-Re-
aktion beteiligt (Melendrez, et al., 1995). Wahrscheinlich ist die Interaktion Gephyrins und
den Varianten Gephyrins mit dem GlyR auch in anderen Organen von physiologischer Be-
deutung.
Hier konnte also gezeigt werden, daß Varianten von Gephyrin in unterschiedlichen Or-
ganen exprimiert werden. Möglicherweise werden die verschiedenen Funktionen Gephyrins
durch eine komplexe Regulation der zellspezifischen Prozessierung von Gephyrin-RNA ver-
mittelt. So reflektiert die Gegenwart mehrerer Gephyrin-Varianten in der Leber wahrschein-
lich die hohe MoCo-abhängige enzymatische Aktivität dieses Organs (Johnson, et al., 1989;
Kisker et al., 1997). Im Augenblick werden weitergehende Untersuchungen vorgenommen,
die zur Identifizierung weiterer Gephyrin-Exons aus Leber führen sollen. Welche Rolle solche
Varianten in der MoCo-Synthese oder in anderen Systemen des Organismus spielen, müssen
zukünftige Arbeiten zeigen.
4.3 Anreicherung von GlyR Komplexen mit GST-b49
Die PSD ist eine subzelluläre Mikrodomäne zur postsynaptischen Signaltransduktion.
Gekennzeichnet durch eine hohe Dichte an synaptischen Proteinen ist sie etwa 30 bis 40 nm
dick und bis zu einigen hundert nm breit. Sie läßt sich über differenzielle Zentrifugation auf-
reinigen (Carlin et al., 1980). Proteomische Analysen am NMDA-Rezeptorkomplex konnten
schon über hundert Proteine nachweisen (Husi et al., 2000). Die Gesamtzahl könnte einige
hundert betragen, vor allem wenn man die schwächer assoziierten Proteine einbezieht. Für die
glyzinerge Synapse kann man ähnliche Komplexe vermuten.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Bindungsstelle des GlyR als GST-b49 Fusions-
protein eingesetzt, um Proteine aufzureinigen, die an der glyzinergen PSD an den GlyR-
Gephyrin-Komplex binden. Durch eine Silberfärbung konnte gezeigt werden, daß mehrere
Proteine an diesen Komplex spezifisch binden (siehe Kapitel 3.2). In einem weiteren SchrittDiskussion 83
konnte gezeigt werden, daß Collybistin, ein GTP/GDP-Exchange Factor, in der Lage ist, nach
heterologer Expression spezifisch an den Komplex aus GST-b49 und Gephyrin zu binden
(Kapitel 3.3). Eine Mutante Collybistns war dazu nicht mehr in der Lage. Dies legt nahe, daß
Collybistin über Gephyrin auch in die postsynaptische Dichte eingebunden ist.
Damit ist es erstmals gelungen mit Hilfe des cytoplasmatischen Loops des GlyR Prote-
inkomplexe spezifisch anzureicheren.
Zukünftige Arbeiten werden die genauere Zusammensetzung des GlyR-Gephyrin-Kom-
plexes mit dieser Methode analysieren können. Dabei ist die Anreicherung und Isolierung
einzelner Proteinbanden und anschließende Teilsequenzierung der Komplex-assoziierten
Proteine denkbar.
4.4 Gephyrin bindet Mikrotubuli ohne die Map2/Tau-homologe
       Region
Map2 und Tau sind zwei gut untersuchte Mikrotubuli-bindende Proteine. Deren
Mikrotubuli-Bindungsmotiv besteht im Ganzen aus einer drei- oder vierfachen unvollständi-
gen As-Wiederholung, die jeweils durch eine nicht-homologe Verbindungssequenz voneinan-
der getrennt sind (Sally et al., 1988; Lee et al., 1988). Man geht davon aus, daß diese drei
Wiederholungen direkt jeweils in eine Furche eines Tubulus binden. Die Verbindungssequenz
dient dabei als Abstandhalter. Zur Bindung an Mikrotubuli sind mindestens zwei dieser Wie-
derholungen nötig (Lee et al., 1989). Schon öfter wurden homologe Regionen dieser Wieder-
holungen in anderen Proteinen als funktionelle Bindungsstellen für Mikrotubuli nachgewiesen
(z.B. Kursula et al., 2000). Im allgemeinen sind Mikrotubuli-Bindungsstellen allerdings sehr
variabel und können auch bei Gephyrin eine Primärstruktur haben, die sich von den MT-Bin-
demotiven von Map2 oder Tau unterscheidet (siehe z.B. Assman et al., 1999; Koonce et al.,
2000; Segermann, et al., 2000).
Bei Gephyrin ist nur ein solches Bindungsmotiv, zudem unvollständig, vorhanden. Man
könnte sich vorstellen, daß ein Gephyrin-Trimer mit seinen drei Motiven an einen Mikrotu-
bulus bindet. Die Bindung Gephyrins and MT ist positiv kooperativ (Kirsch et al., 1991),
Map2 scheint jedoch nicht-kooperativ zu binden (Coffey et al., 1995), obwohl es auch Hin-
weise für eine kooperative Bindung gibt (Wallis, et al., 1993).
In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Map2/Tau-homologe Region Gephyrins für
die Bindung Gephyrins an Mikrotubuli verantwortlich ist. Hierfür wurde ein Standard-
Mikrotubuli-Bindungsassay eingesetzt, das auf Kosedimentation von polymerisiertem Tubu-
lin und dessen Bindungspartnern in ein Sucrosekissen beruht (Gard und Kirschner 1987). Ein
solches System wurde schon früher benutzt, um die Mikrotubuli-Bindung von Gephyrin
nachzuweisen (Kirsch et al., 1991).Diskussion 84
Die Ergebnisse in Kapitel 3.5 zeigen allerdings, daß Gepyhrin auch dann an
Mikrotubuli binden kann, wenn Exon 15, welches für die Map2/Tau-homologe Region
kodiert, nicht mehr Bestandteil der RNA ist. Ein Fragment Gephyrins, das den gesamten C-
Terminus umfasst, die Homologie-Region aber nicht besitzt, ist immer noch in der Lage, an
Mikrotubuli zu binden.
Die Map2/Tau-homologe Region ist also nicht die Sequenz, oder nicht die alleinige,
welche die in vitro MT-Bindung Gephyrins vermittelt. Offensichtlich befindet sich im C-
Terminus von Gephyrin mindestens eine Bindungsstelle für polymerisiertes Tubulin, die
keine Homologie zu einer bekannten MT-Bindungsstelle aufweist. Zukünftige Arbeiten müs-
sen Struktur und Funktion dieser Bindungsstelle klären.
4.5 Die Epitopspezifität des Antikörpers mAb5
Zur Untersuchung Gephyrins stehen mittlerweile drei monoklonale Antikörper zur Ver-
fügung. Der Antikörper mAb7 hat sein Epitop zwischen As 445-736, der Antikörper der
Firma Transduction Lab (anti-Geph) zwischen As 528-736. Die Epitope liegen also im C-
Terminus Gephyrins, der nach heutigem Kenntnisstand in den meisten Spleißvarianten vor-
kommt. N-terminal, zwischen As 1-445, liegt das bislang nicht näher definierte Epitop des
Antikörpers mAb5. Arbeiten mit diesem Antikörper haben viel zum Verständnis von synapti-
scher Funktion beigetragen (siehe z.B. Kirsch und Betz, 1993). In diesem N-terminalen Be-
reich Gephyrin ist alternatives Spleißen allerdings weitaus häufiger. Neun der zehn alternativ
gespleißten Exons liegen in diesem Bereich (Prior et a., 1992; Heck et al., 1997; Meyer et al.,
2000; Ramming et al., 2000). Für weitergehende Untersuchungen, z.B. Expressionsstudien,
ist es daher wichtig, das Exon zu kennen, in dem das Epitop des mAb5 liegt.
In Kapitel 3.3 wird gezeigt, daß das Epitop von mAb5 auf Exon 8 liegt. Das wildtypi-
sche Gephyrin wurde eindeutig und erwartungsgemäß durch mAb5 erkannt, eine Mutante
ohne die As 186-203 dagegen kann nicht mehr an mAb5 binden. Färbungen mit dem anti-
Geph- und dem anti-VSV-Antikörper zeigen eindeutig, daß diese Mutante ähnlich dem
Wildtyp exprimiert wird. In Kapitel 3.3 ist der enge Sequenzbereich angegeben, in dem das
Epitop liegt. Der Antikörper mAb5 erkennt also alle Varianten Gephyrins, die Exon 8 in ihrer
RNA aufweisen. Dort liegt das Epitop weiterhin zwischen As 175 bis 212, um einen prolin-
reichen Abschnitt. MAb5 bindet mit hoher Spezifität, Sequenzvergleiche weisen eine hohe
Redundanz der prolinreichen Region nach. Daher ist davon auszugehen, daß die prolinreiche
Sequenz nicht selbst das Epitop bildet, sondern mit diesem allenfalls überlappt. Somit bindet
mAb5 höchstwahrscheinlich in einem der Randbereiche der prolinreichen Sequenz (As 175
bis 184, bzw. As 196 bis 212).
Bislang ist keine cDNA ohne Exon 8 gefunden worden. Alle Proteine, denen eine be-
kannte cDNA zugrunde liegt, sollten somit durch diesen Antikörper nachgewiesen werden.Diskussion 85
Exon 8 liegt allerdings am C-terminalen Ende der MogA-Homologieregion und könnte somit
auch vor Translation von MoCo-syntheseaktiven Varianten herausgespleißt werden. Mögli-
cherweise benötigt man zur Untersuchung von MoCo-aktiven Varianten einen weitere Anti-
körper.
4.6 Die Autoaggregationsdomänen Gephyrins
Die Bildung und Stabilität der glyzinergen und der meisten GABAAergen Synapsen ist
von dem peripheren Membranprotein Gephyrin abhängig. Offensichtlich bildet Gephyrin ei-
nen Aggregationskern, der den GlyR an der Synapse verankert und über die Bindung weiterer
Gephyrin-Moleküle lateral vernetzt (siehe Kapitel 1). Diese Autoaggregation ist demnach ein
wichtiges Element zu Aufbau und Erhalt der glyzinergen Synapse.
Ähnlich wie Gephyrin bei der glyzinergen Synapse vermittelt PSD-95 das Clustern des
NMDA-Rezeptors und dessen Verankerung an der Synapse sowie die Interaktion mit anderen
synaptischen Proteinen. PSD-95 autoaggregiert ähnlich wie Gephyrin (siehe Kapitel 1). Hier-
für sind zwei Cystein-Reste im N-Terminus des Proteins notwendig. Bei Deletion dieser
Cystein-Reste werden die Bindungseigenschaften von PSD-95 für synaptische Kanäle offen-
bar nicht verändert, allerdings ist das mutierte PSD-95 nicht in der Lage, Rezeptoren zu
clustern (Hsueh und Sheng, 1999). Hier konnte bereits eine Autoaggregationsdomäne defi-
niert und deren Bedeutung für das Clustern von Rezeptoren nachgewiesen werden.
In der voliegenden Arbeit wurde gezeigt, daß mehr als eine Region Gephyrins zur Au-
toaggregation beiträgt. Die Primärstruktur Gephyrins zeigt keine Ähnlichkeiten mit bekannten
Interaktionsdomänen anderer Proteine. Eine N-terminal und eine C-terminal gelegene Auto-
aggregationsdomäne wurde identifiziert (siehe Kapitel 3.6).
Der N-Terminus Gephyrins zeigte im Hefe-Zwei-Hybrid-Assay eine relativ schwache
Bindungsaktivität an Gephyrin P1. Ein kleineres N-terminales Fragment zeigte in diesem As-
say keine Aktivität mehr. Im Koaggregationsassay band das N-terminale Fragment nicht an
Gephyrin P1.
Neue Untersuchungen über die Kristallstruktur des N-Terminus von Gephyrin P12-188
und seinem Homolog MogA zeigen, daß beide Proteine ein Trimer bilden. Die As-Reste, wel-
che die Trimerisierungsdomäne bilden, sind nur schwach konserviert. Die Struktur des Tri-
mers von MogA und Gephyrin P12-188 allerdings ist hochkonserviert. Bei Gephyrin sind die
Trimer-bildenden As-Reste von As 89 bis 168 über verschiedene Strukturelemente verteilt.
Die Domäne, in die sie eingebunden sind, interferiert nicht mit den As-Resten, die für die
GlyR-Bindung verantwortlich sind (siehe Kapitel 3.1, 4.1). Ob Vollängen-Gephyrin P1 eben-
falls über diese Trimerisierungsdomäne aggregiert, ist nicht untersucht. Allerdings spricht die
rasche Sedimentation Gephyrins auf Sucrosegradienten für ein Molekulargewicht des nativen
Proteins von >350 kDa. Vermutlich ist die Trimerisierung dieser Proteine für die MoCo-Diskussion 86
Synthesefunktion von Bedeutung (Sola et al., 2001; Schwarz et al., 2001). Gephyrin P1 kann
im Gegensatz zu seinem isolierten N-terminus keine MogA-Funktion übernehmen (Stall-
meyer et al., 1999).
Somit könnte Gephyrin auch an der Synapse über den N-Terminus trimerisiert vorliegen
und gleichzeitig den GlyR binden. In dieser Konstellation könnte es allerdings keine MoCo-
Funktion übernehmen.
Auch die zentrale Region Gephyrins interagiert mit Gephyrin P1 in einem zellulären
Koaggregationssassay. Möglicherweise trägt dieses Fragment (P1144-357) damit zur Auto-
aggregation Gephyrins bei. Wahrscheinlich bindet es aber über die Sequenz 144-168 an
Gephyrin (s.o.). Wenn man die oben diskutierte Kristallstruktur betrachtet, fällt auf, daß die-
ses Fragment drei As-Reste umfasst, die in die Trimerisierungsdomäne Gephyrins involviert
sind (vergl. Sola et al., 2001; Schwarz et al., 2001). Dies sind Ala161, Ala165 und Lys 168.
P1144-357 zeigt in einigen Zellen die Fähigkeit zur Autoaggregation, eine einfache Bindung an
Gephyrin P1 ist eindeutig gezeigt (vergl. Kapitel 3.6). Wahrscheinlich sind drei As-Reste
nicht ausreichend um Autoaggregation zu vermitteln, sicherlich tragen sie aber zur Bindung
von P1144-357 an Gephyrin P1 bei. Wahrscheinlich gehen diese Befunden also auf die Überlap-
pung dieses Fragments mit der N-terminalen Trimerisierungsdomäne zurück.
Die C-terminale Autoaggregationsdomäne Gephyrins konnte im Rahmen dieser Arbeit
auf die Aminosäuren 633 bis 695 von Gephyrin P1 eingegrenzt werden. Hierzu wurden das
Hefe-Zwei-Hybrid-System und ein zelluläres Koaggregationsassay herangezogen. Allerdings
zeigt eine Mutante Gephyrins, der diese Aminosäuren fehlen, noch Autoaggregation. Diesem
Befund nach liegt auch hier eine Bindungsstelle vor, die von As-Resten gebildet werden, die
über einen weiteren Bereich der Primärstruktur verteilt sind. Diese gehen offensichtlich noch
in den Bereich As 695-736 über. Der hydrophile Bereich innerhalb der 62 As der Autoaggre-
gationsdomäne spielt wahrscheinlich  bei der Autoaggregation eine Rolle. Somit liegt auch
hier eine diskontinuierliche Bindungsstelle vor.
Eine Kristallstruktur des C-terminalen Bereiches von Gephyrin liegt bisher nicht vor.
Allerdings wurde kürzlich das MoeA-Protein von E. coli, ein Homolog des C-terminalen Be-
reichs von Gephyrin, kristallisiert (Xiang et al., 2001; Schrag et al., 2001). Demnach gliedert
sich dieses Protein in vier Domänen, die sich L-förmig anordnen. Das Protein bildet ein mo-
derat stabiles, flexibles Dimer, indem sich einige hydrophobe As-Reste der Domänen I, III
und IV anlagern. Der Komplex bildet daraufhin ein gegenläufig angeordnetes Doppel-L.
Diese As-Reste sind auch bei Gephyrin konserviert. (Xiang et al., 2001). Wenn die Interaktion
Gephyrins auf die selbe Art und Weise verläuft, hieße dies, daß sieben konservierte As-Reste
zwischen As 375 und 699 eine Bindung zweier Gephyrine vermitteln würden. Das so entstan-Diskussion 87
dene Gephyrin-Dimer könnte dann aber nicht aggregieren wie das Fragment P1579-736. Hier
muß also noch eine weitere Komponente zur Multimerisierung Gephyrins beitragen.
Die in dieser Arbeit ermittelte Autoaggregationsdomäne liegt in einem schwächer kon-
servierten Bereich zwischen As 633 und 695, der eine hydrophile Region umfasst (vergl. Xi-
ang et al., 2001; Schrag et al., 2001 und Kapitel 3.6). Bei Gephyrin existiert also eine Auto-
aggregationsdomäne, die bei der nur moderat stabilen Interaktion zwischen zwei MoeA-Di-
meren nicht zum tragen kommt. Wahrscheinlich sind bei Gephyrin P1 beide Mechanismen,
die zur Aggregation beitragen können, aktiv. Dies könnte auch die verglichen zum N-Termi-
nus relativ starke Interaktion des C-Terminus im Hefe-Zwei-Hybrid-Assay erklären. Das
Vorhandensein multipler C-terminaler Interaktionsreste erklärt auch das scheinbar wider-
sprüchliche Aggregationsverhalten der Gephyrin-Fragmente und Mutanten im Koaggregati-
onsassay in HEK-Zellen: Dem Fragment P11-633 fehlt ein C-terminaler Teil der hydrophoben
Komponente und der gesamte hydrophile Bereich, sie aggregiert daher nicht mehr. Der Mut-
ante P1D626-695 fehlt allerdings nur der hydrophile Bereich, sie kann daher noch über den hyd-
rophoben Bereich an Gephyrin binden.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte also eine Domäne, die die Autoaggregation Gephyrins
vermittelt, eingegrenzt werden. Diese Domäne liegt in einem schwächer konservierten Be-
reich und umfasst die Wiederholung der As-Reste LDPRP. Eine solche As-Wiederholung ist
in keinem Gephyrin-homologen Protein nachweisbar.Diskussion 88
In Abb. 37 sind nochmals die wichtigsten Mutanten und Fragmente Gephyrins darge-
stellt, die zur Ermittlung der GlyR-Bindungsstelle und der Autoaggegationsdomänen einge-
setzt wurde.
Abb. 37: Zusammenstellung von Fragmenten und Mutanten Gephyrins,
die für die Identifizierung der GlyR-Bindungs- und Autoaggregationsdomäne eingesetzt wurden (siehe
auch Kapitel 3)
Aufgrund der in dieser Arbeit gewonnenen Daten, läßt sich das Model der glyzinergen
Synapse verifizieren. In Abb. 38 wird ein solches Modell vorgeschlagen. Die GlyR-b Unter-
einheit bindet an eine diskontinuierliche Bindungsstelle, die den N-Terminus von Gephyrin
umfaßt. Wahrscheinlich über den C-Terminus bindet Gephyrin an Mikrotubuli. N- wie C-ter-
minal befindet sich jeweils eine Autoaggregationsdomäne, mit der Gephyrin-GlyR-Komplexe
vernetzt werden können. Collybistin und DLC2 sind wahrscheinlich Bestandteil des GlyR-
Proteinkomplexes. Kleinere Varianten Gephyrins binden auch an den Rezeptor.Diskussion 89
Abb. 38: Schematische Darstellung der Kartierung der Bindungsstellen Gephyrins.
Dargestellt ist ein Schema der in dieser Arbeit untersuchen Bindingsstellen. Unterschiedliche
Gephyrin-Varianten binden an den GlyR, Collybistin und DLC 2 binden an den synaptischen
Komplex. Im N-Terminus von Gephyrin P1 befindet sich die diskontinuierliche GlyR-Bindungs-
stelle und eine Autoaggregationsdomäne, im C-Terminus befindet sich eine diskontinuierliche
Autoaggregationsdomäne. Auf weitere Details wurde aus Gründen der Übersichtlichkeit verzich-
tet. Erläuterungen im Text.
4.7 Expression der GlyR-Bindungsstelle Gephyrins in Neuronen
Als spezifische Inhibitoren von Proteininteraktionen werden oftmals kleine Peptide, die
z.B. mit einer Bindungsstelle interagieren, verwendet (Mochida et al., 1998). Auch größere
Polypeptide mit dominant-negativem Effekt werden häufig benutzt um Interaktionen zu be-
einflussen (Pak et al., 2001).
Aus Kapitel 3.1 und 4.1 geht hervor, daß die Bindungsstelle Gephyrins für den GlyR
über den N-terminalen Bereich verteilt ist, den das Fragment P11-184 umfasst. Dieses Fragment
bindet in HEK-Zellen nicht mehr an Gephyrin (Kapitel 3.6).
In dieser Arbeit wurde das N-terminale Fragment P11-184 als inhibitorisches Peptid be-
nutzt, um die Interaktion des GlyR mit Gephyrin zu beeinflussen (Kapitel 3.7). Mit der in die-
sem Labor etablierten Methode der Kalzium-Phosphat-Transfektion von Neuronen wurde das
Konstrukt in Neurone eingebracht und dort exprimiert. Das Peptid war im Neuron wie auch in
HEK-Fibroblasten diffus verteilt (vergl. Kapitel 3.7 mit Kapitel 3.6). Bei Doppelfärbungen
zeigte sich allerdings, daß die GlyR-Bindungsstelle des Gephyrin-Fragmentes P11-184 nicht in
der Lage war mit dem endogenen GlyR zu interagieren. Die typischen GlyR-Aggregate kolo-
kalisierten in keiner Weise mit dem transfizierten Peptid. Offensichtlich ist die Bindungsstelle
des GlyR für Gephyrin zu keiner Zeit zugänglich für das heterolog exprimierte P11-184.Diskussion 90
Nach Feng et al. (2000) und Meyer et al. (2000) befindet sich der GlyR vor dem Einfü-
gen in die PSD in der Zellmembran und dort in sogenannten Mikroclustern, die ohne Beteili-
gung von Gephyrin gebildet werden. Gephyrin selbst agiert demnach als Aggregationskern an
der Synapse. Das in dieser Arbeit eingesetzte Peptid müßte also vor der Integration des GlyR
in den synaptischen Cluster an dessen Gephyrin-Bindungsstelle binden und so die Interaktion
und synaptische Lokalisierung verhindern. Dies war allerdings nicht der Fall. Offensichtlich
ist die Interaktionsdomäne zwischen TM 3 und 4 des GlyR nicht frei zugänglich, das Peptid
kann den GlyR nicht binden. Es könnte auch eine Sättigung des GlyR durch endogenes
Gephyrin, eine verringerte Affinität des Konstrukts oder seine unzureichende Expression re-
flektieren. Moglicherweise ist der GlyR aufgrund der Einbindung in Mikroaggregate nicht
zugänglich für das Peptid.
Zukünftige Arbeiten werden den Struktur Funktion des GlyR-Clusters weiter verifizie-
ren.Literatur 91
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6. Zusammenfassung
An der chemischen Synapse des Nervensystems führt ein präsynaptisches
Aktionspotential zur Freisetzung eines Neurotransmitters, der über den synaptischen Spalt
diffundiert und an die Rezeptoren der postsynaptischen Membran bindet. Die ionotropen
Rezeptoren sind an dieser Membran zu Clustern aggregiert. Entstehung und Dynamik dieser
Rezeptoraggregate sind für Funktion und Plastizität der Synapse essentiell. Für die
Aggregation der inhibitorischen Glyzin- und der meisten Subtypen der GABAA-Rezeptoren
ist das periphere Membranprotein Gephyrin notwendig. Es ist ein Schlüsselfaktor für die
Genese und Aufrechterhaltung der glyzinergen postsynaptischen Membran. Dabei bindet es
direkt an den GlyR und verbindet diesen über die Bindung von Mikrotubulie an das
Zytoskelett. Auch andere Bindungspartner wurden nachgewiesen.
Gephyrin ist in einer zweiten Funktion in die Synthese des Molybdän-Cofaktors
involviert und weist Sequnezhomologien zu Proteinen anderer Spezies auf, die in diesen
Syntheseweg eingebunden sind. Gephyrin ist ubiquitär exprimiert und wird alternativ
gespleißt.
Möglicherweise existieren verschiedene Varianten mit unterschiedlichen Funktionen.
Die Untersuchung der Domänen und Bindungseigenschaften Gephyrins ist daher für das
weitere Verständnis über Aufbau und Funktion der Synapse unerlässlich.
In dieser Arbeit wurde ein Testsystem etabliert, mit dem sowohl heterolog exprimiertes
als auch natives Gephyrin über die hoch-affine Bindung an den GlyR aufgereinigt werden
konnte. Mit diesem System konnten erstmals unterschiedliche Varianten Gephyrins
nachgewiesen werden. In verschiedenen Organen der adulten Ratte wurden dabei
Gephyrinmoleküle mit Molekulargewichten zwischen 52 und den bekannten 93 kDA
identifiziert.
Auch Bestandteile des GlyR-Komplexes lassen sich mit dieser Methode anreichern. So
wurde gezeigt, daß Gephyrin und Collybistin in einem trimeren Komplex mit dem GlyR
vorliegen können. Hiermit ist es künftig möglich, in einem proteomischen Ansatz weitere aus
dem GlyR-Konmplex anzureichern und zu identifizieren.
Mit dem gleichen System wurde auch die Bindungsregion Gephyrins für den GlyR
gefunden. Diese diskontinuierliche Bindungsstelle wird aus einer a-Helix der Aminosäuren
164 bis 184, sowie aus hydrophoben Resten gebildet, die von Aminosäure 15 bis 163
unregelmäßig über den gesamten N-Terminus Gephyrins verteilt sind. Zur Bindung an den
GlyR werden beide Elemente benötigt. Das kleinste GlyR-bindende Gephyrinfragment
erstreckt sich somit über die Aminosäuren 1-184.Zusammenfassung 111
Mit einem Kosedimentationsassay wurde die Bindung Gephyrins an Mikrotubuli
untersucht. Es stellte sich heraus, daß die vermutete Bindungsstelle nicht zur Bindung an
Mikrotubuli benötigt wird. Vielmehr ist der C-terminale Abschnitt Gephyrins hierzu
ausreichend.
Um Regionen Gephyrins zu finden, die die Autoaggregation vermitteln, wurden
Bindungsstudien mit dem Zwei-Hybrid-System und ein heterologes Expressionssystem in
Zellkulturen durchgeführt. Es wurde gezeigt, daß sowohl die N- als auch der C-terminal
gelegene Bereich in der Lage sind, mit Gephyrin zu aggregieren. Im C-Terminus wurde die
Domäne auf 62 Aminosäuren eingegrenzt.
Zur Erfüllung der verschiedenen Funktionen Gephyrins sind die hierfür notwendigen
Domänen offensichtlich in modularer Art organisiert. So lässt sich durch alternatives Spleißen
eine Variante exprimieren, die den speziellen Erfordernissen der Zelle gerecht wird.
In dieser Arbeit wurden mehrere Domänen und Regionen Gephyrins eingegrenzt, deren
Aufgaben von der GlyR-Bindung über die Autoaggregation zur Bildung glyzinerger
Proteinkomplexe und der Verknüpfung mit dem Zytoskelett reichen. Somit konnte ein Beitrag
zum weiteren Verständnis über die glyzinerge Synapse geleistet werden.
Verständnis über die glyzinerge Synapse geleistet werden.Abkürzungen 112
7. Abkürzungen
As Aminosäuren
A Ampère
b Basen
bp Basenpaare
BSA Rinder Serumalbumin
bzw. Beziehungsweise
cDNA komplementäre DNA
DNA Desoxyribonukleinsäure
E Embryonaltag
f.c. Endkonzentration
Fa. Firma
FCS Fötales Kälberserumg
HEK Humane embryonale Nierenzellen
i.d.R. In der Regel
IB Immunoblot
IF Immunfluoreszenz
kDa Kilo-Dalton
lsg. Lösung
µ Mikro
m Mili
M Molar
mol Mol
n Nano
N Normal
NTP Nukleotidtriphosphate
p.A. Pro Analysis
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumtemperatur
UE Untereinheit
Vol./v Volumen
w Gewicht
z.B. Zum Beispiel
V Volt
wt WildtypLebenslauf
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